
 

УКРАЇНА 
(19) UA         (11) 118841        (13) C2 

(51) МПК  
C12N 15/82 (2006.01) 
A01N 63/02 (2006.01) 
A01H 5/10 (2018.01) 
A01P 7/04 (2006.01)  

 
МІНІСТЕРСТВО 

ЕКОНОМІЧНОГО 
РОЗВИТКУ І ТОРГІВЛІ 

УКРАЇНИ 
 

 

 

 
 

 

U
A

  
 1

1
8

8
4

1
  

 C
2

 

 

 

(12) ОПИС ДО ПАТЕНТУ НА ВИНАХІД 

(54) СПОСІБ ФОРМУВАННЯ РОСЛИНИ, ЯКА МАЄ ПІДВИЩЕНУ СТІЙКІСТЬ ДО КОМАХИ-ШКІДНИКА  

 

(21) Номер заявки: a 2015 07615 

(22) Дата подання заявки: 30.12.2013 

(24) Дата, з якої є чинними 
права на винахід: 

25.03.2019 

(31) Номер попередньої 
заявки відповідно до 
Паризької конвенції: 

61/908,855, 
61/748,095, 
61/748,094, 
61/748,101, 
61/748,099, 
61/814,888, 
61/814,892, 
61/814,899, 
61/814,890, 
61/908,965 

(32) Дата подання 
попередньої заявки 
відповідно до 
Паризької конвенції: 

26.11.2013, 
01.01.2013, 
01.01.2013, 
01.01.2013, 
01.01.2013, 
23.04.2013, 
23.04.2013, 
23.04.2013, 
23.04.2013, 
26.11.2013 

(33) Код держави-учасниці 
Паризької конвенції, 
до якої подано 
попередню заявку: 

US, 
US, 
US, 
US, 
US, 
US, 
US, 
US, 
US, 
US 

(41) Публікація відомостей 
про заявку: 

12.01.2016, Бюл.№ 1 

(46) Публікація відомостей 
про видачу патенту: 

25.03.2019, Бюл.№ 6 

(86) Номер та дата 
подання міжнародної 
заявки, поданої 
відповідно до 
Договору PCT 

PCT/IL2013/051085, 
30.12.2013 

 

(72) Винахідник(и): 
Авніель Амір (IL), 
Лідор-Нілі Єфрат (IL), 
Маор Руді (IL), 
Меір Офір (IL), 
Нойвірт-Брік Орлі (IL) 

(73) Власник(и): 
Ей.Бі. СІДС ЛТД., 

1 HaGolan Street, P.O. Box 1061, 7111001 
Lod, Israel (IL) 

(74) Представник: 
Боровик Петро Антонович, реєстр. №166 

(56) Перелік документів, взятих до уваги 
експертизою: 
WO 2007/039454 A1, 12.04.2007 
WO 2008/148223 A1, 11.12.2008 
EP 1416049 A1, 06.05.2004 
WO 2005/110068 A2, 24.11.2005 
WO 2008/007100 A2, 17.01.2008 
WO 2011/001434 A1, 06.01.2011 
UNNAMALAI N et al. Cationic oligopeptide-
mediated delivery of dsRNA for post-
transcriptional gene silencing in plant cells. 
FEBS LETTERS, ELSEVIER, AMSTERDAM, 
NL. 21.05.2004, vol. 566, № 1-3, Р. 307-310 

 



UA   118841   C2 

 

(57) Реферат: 

Винахід стосується способу формування рослини, яка має підвищену стійкість до комахи-
шкідника, який включає праймінг насінини перед контактом насінини з молекулою голої 
дволанцюгової РНК (длРНК), який здійснюють шляхом промивання насінини перед вказаним 
контактуванням насінини і наступного сушіння насінини; контакт згаданої насінини напряму зі 
згаданою молекулою длРНК, яка включає щонайменше 18 суміжних нуклеотидів гена комахи-
шкідника або послідовність РНК, транскрибовану зі згаданого гена, контакт здійснюють шляхом 
замочування насінини у розчині, що містить остаточну концентрацію від 0,0005 мкг/мкл до 3 
мкг/мкл згаданої молекули голої длРНК, та збовтування насінини у цьому розчині протягом від 4 
до 24 годин, причому молекула голої длРНК вводиться у згадану насінину, проте не 
експресується з геному рослини, тобто не стає невід’ємним елементом геному; і пророщування 
насінини для отримання рослини, яка проявляє поліпшену стійкість до цієї комахи-шкідника в 
порівнянні з контрольною рослиною. 
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Область техніки 
Запропоновано способи та композиції для поліпшення стійкості насіння до комах-шкідників. 

Також запропоновані спосіб і композиції для поліпшення стійкості рослин до вірусних патогенів. 
Передумови для створення винаходу 
При зростаючій кількості населення світу і зростанні попиту на їжу, паливо і волокно, а також 5 

враховуючи зміни клімату, сільське господарство зазнає безпрецедентних труднощів. Вкрай 
бажаним є культивування рослин з поліпшеними характеристиками, причому деякі з основних 
характеристик, які становлять великий інтерес для фермерів і компаній, що виробляють 
насіння, включають підвищену толерантність до абіотичного стресу, ефективність використання 
добрив, стійкість до хвороб, врожайність і т.д. 10 

Характеристики рослин зазвичай вдосконалюють або генно-інженерними методами, або 
традиційною селекцією. Вкрай бажаними є нові способи вдосконалення характеристик шляхом 
модифікації специфічних генів. Вони включають способи надекспресії генів або сайленсінгу 
генів. Хорошим способом сайленсінгу послідовність-специфічних генів є РНК-інтерференція 
(далі RNAi). Вперше відкрита в нематоді C.elegans (Файр та ін. (Fire et al.) 1998, Nature, 391: 15 

806-811), RNAi є механізмом, в якому експресія окремого гена може бути специфічно пригнічена 
шляхом введення дволанцюгової РНК (далі дсРНК або dsRNA), яка гомологічна з обраним 
геном в клітинах. Усередині клітини молекули dsRNA розрізаються на більш короткі фрагменти з 
21 - 27 нуклеотидів ферментом, що належить до звязуючого фермента рибонуклеази III 
(сімейство білків Dicer). Ці фрагменти, що звуться малими інтерферуючими РНК (далі міРНК 20 

або siRNA), включають в РНК-індукований сайленсінг-комплекс (далі РНК-індукований 
сайленсінг-комплекс або RISC). Після додаткової обробки siRNA трансформують у 
одноланцюгові РНК, які діють як провідні послідовності для розщеплення, в кінцевому 
результаті, месенджерних РНК-мішеней. Шляхом використання RNAi для специфічного 
сайленсінгу відповідних генів-мішеней, можна змінювати базові характеристики організму. У 25 

специфічному застосуванні до рослин це має неймовірний потенціал для модифікацій, які 
можуть призвести до підвищеної стійкості до стресу і підвищеної врожайності зернових. 

RNAi в рослинах зазвичай виконують шляхом продукції трансгенних рослин, які 
надекспресують фрагмент ДНК, який транскрибують для отримання dsRNA. Цю dsRNA потім 
обробляють для отримання siRNA, які опосередковують відщеплення і сайленсінг генів-30 

мішеней. 
Основне технічне обмеження цієї технології полягає в тому, що багато важливих видів 

сільськогосподарських культур важко або неможливо трансформувати, що виключає 
конститутивну експресію конструктів, направляючих продукцію dsRNA. Більше того, питання, що 
стосуються потенційного впливу стійких до вірусів трансгенних рослин на екологію, досі значно 35 

обмежують їх використання (Тепфер (Tepfer), 2002, Annu. Rev. Phytopathol. 40, 467-491). 
Додаткова проблема в отриманні трансгенних рослин відноситься до проблеми забезпечення 
подій трансформації і регенерації в клітинах одних і тих же типів. 

У зв'язку з цим, розробка способу отримання трансформованого насіння, який не залежить 
від способів, що відносяться до культивування тканин, є пріоритетним дослідженням в галузі 40 

молекулярної біології рослин. 
Розкриття винаходу 
Відповідно до одного аспекту деяких варіантів здійснення даного винаходу, запропонований 

спосіб введення голої dsRNA в насінину, причому спосіб включає контакт насінини з голою 
dsRNA в умовах, які дозволяють dsRNA проникати в насінину, тим самим вводячи dsRNA в 45 

насінину. 
Відповідно до одного аспекту деяких варіантів здійснення даного винаходу, запропоновано 

ізольоване насіння, що включає екзогенну голу dsRNA, причому насіння позбавлене 
гетерологічного промотора для стимуляції експресії dsRNA в рослині. 

Відповідно до одного аспекту деяких варіантів здійснення даного винаходу, запропоновано 50 

ізольовану насінину, що включає екзогенну голу dsRNA3. 
Відповідно до одного аспекту деяких варіантів здійснення даного винаходу, запропоновано 

рослину або частину рослини, що включають екзогенну голу dsRNA та позбавлені 
гетерологічного промотора для стимуляції експресії dsRNA в рослині. 

Відповідно до одного аспекту деяких варіантів здійснення даного винаходу, запропоновано 55 

пристрій для вміщення насінини, що включає деяку кількість такого насіння. 
Відповідно до одного аспекту деяких варіантів здійснення даного винаходу, запропоновано 

засіяне поле, що включає деяку кількість такого насіння. 
Відповідно до одного аспекту деяких варіантів здійснення даного винаходу, запропонований 

спосіб отримання рослини, причому спосіб включає: 60 
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(a) отримання насінини і 
(b) пророщування насінини, щоб отримати рослину. 
Відповідно до одного аспекту деяких варіантів здійснення даного винаходу, запропонований 

спосіб модуляції експресії генів, причому спосіб включає: 
(a) контакт насінини рослини з голою dsRNA в умовах, які дозволяють dsRNA проникати в 5 

насінину, тим самим вводячи dsRNA в насінину, і, за вибором, 
(b) отримання рослини з насінини. 
Відповідно до деяких варіантів здійснення винаходу, гола dsRNA призначена для зниження 

експресії гена рослини. 
Відповідно до деяких варіантів здійснення винаходу, гола dsRNA призначена для зниження 10 

експресії гена фітопатогена. 
Відповідно до деяких варіантів здійснення винаходу, проникнення здійснюється в ендосперм 

і, альтернативно або додатково, в зародок насінини. 
Відповідно до деяких варіантів здійснення винаходу, гола dsRNA не інтегрується в геном 

насіння. 15 

Відповідно до деяких варіантів здійснення винаходу, умови призводять до присутності 
dsRNA в рослині протягом щонайменше 10 діб після проростання. 

Відповідно до одного аспекту деяких варіантів здійснення даного винаходу, запропонований 
спосіб інгібування експресії гена-мішені в фітопатогенному організмі, причому спосіб включає 
вплив фітопатогенного організму на рослину або частину рослини, тим самим інгібуючи 20 

експресію гена-мішені в фітопатогенному організмі. 
Відповідно до деяких варіантів здійснення винаходу, фітопатогенний організм вибирають з 

групи, що складається з гриба, нематоди і комахи. 
Відповідно до деяких варіантів здійснення винаходу, спосіб крім того включає 

спостереження смерті або інгібування росту фітопатогена після отримання. 25 

Відповідно до одного аспекту деяких варіантів здійснення даного винаходу, запропонований 
набір для введення голої dsRNA в насіння, що включає: 

(i) голу dsRNA і 
(ii) праймінговий розчин. 
Відповідно до деяких варіантів здійснення винаходу, гола dsRNA і розчини для праймінга 30 

(передпосівного замочування) містяться в роздільних контейнерах. 
Відповідно до деяких варіантів здійснення винаходу, dsRNA включає siRNA. 
Відповідно до деяких варіантів здійснення винаходу, dsRNA включає siRNA і dsRNA. 
Відповідно до деяких варіантів здійснення винаходу, контакт здійснюють шляхом інокуляції 

dsRNA в насінину. 35 

Відповідно до деяких варіантів здійснення винаходу, спосіб крім того включає праймінг 
насінини перед контактом. 

Відповідно до деяких варіантів здійснення винаходу, праймінг здійснюють шляхом: 
(i) промивки насінини перед контактом і 
(ii) сушіння насінини після етапу (i). 40 

Відповідно до деяких варіантів здійснення винаходу, промивку здійснюють у присутності 
двічі деіонізованої води. 

Відповідно до деяких варіантів здійснення винаходу, промивку здійснюють протягом 2 – 6 
годин. 

Відповідно до деяких варіантів здійснення винаходу, промивку здійснюють при 4 - 28 ºC. 45 

Відповідно до деяких варіантів здійснення винаходу, сушіння здійснюють при 25 - 30 ºC 
протягом 10 - 16 годин. 

Відповідно до деяких варіантів здійснення винаходу, контакт здійснюють у присутності голої 
dsRNA в кінцевій концентрації 0,1 - 100 мкг/мкл. 

Відповідно до деяких варіантів здійснення винаходу, контакт здійснюють у присутності голої 50 

dsRNA в кінцевій концентрації 0,1 - 0,5 мкг/мкл. 
Відповідно до деяких варіантів здійснення винаходу, спосіб крім того включає обробку 

насінини агентом, який вибирається з групи, що складається з пестициду, фунгіциду, 
інсектициду, добрива, покриваючого засобу і фарбуючого засобу, після контакту. 

Відповідно до деяких варіантів здійснення винаходу, обробка включає покриття насінини 55 

агентом. 
Відповідно до деяких варіантів здійснення винаходу, насінини не містить агента, який 

вибирається з групи, що складається з пестициду, фунгіциду, інсектициду, добрива, 
покриваючого засобу і фарбуючого засобу. 

Відповідно до деяких варіантів здійснення винаходу, dsRNA призначена для зниження 60 
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експресії кодуючого гена. 
Відповідно до деяких варіантів здійснення винаходу, dsRNA призначена для зниження 

експресії некодуючого гена. 
Відповідно до деяких варіантів здійснення винаходу, насінина належить до надродини 

зелених рослин. 5 

Відповідно до деяких варіантів здійснення винаходу, умови дозволяють dsRNA 
накопичуватися в ендоспермі і, альтернативно або додатково, в зародку насінини. 

Відповідно до деяких варіантів здійснення винаходу, концентрацію голої dsRNA регулюють 
по параметру, який вибирається з групи, що складається з розміру насінини, маси насінини, 
об'єму насінини, площі поверхні насінини, щільності насінини і проникності насінини. 10 

Відповідно до деяких варіантів здійснення винаходу, контакт здійснюють перед порушенням 
стану спокою насінини і появою зародка. 

Відповідно до деяких варіантів здійснення винаходу, насіниною є замочена в праймінговому 
розчині насінина. 

Відповідно до деяких варіантів здійснення винаходу, насінина або рослина включає 15 

активність РНК-залежної РНК-полімерази для ампліфікації експресії dsRNA. 
Відповідно до деяких варіантів здійснення винаходу, насіниною є гібридна насінина. 
Відповідно до деяких варіантів здійснення, запропонована ізольована dsRNA, що включає 

нуклеїнокислотну послідовність, що має: 
(i) рівень гомології з геном рослини, достатній для індукування ампліфікації вторинних 20 

siRNA-продуктів dsRNA в клітині рослини, яка включає їх, причому зниження активності гена 
рослини dsRNA несуттєво впливає на біомасу, силу або врожайність рослини; і 

(ii) рівень гомології з геном фітопатогенного організму, достатній для індукування деградації 
гена фітопатогенного організму, причому фітопатогенний організм залежить від вирощуваної 
рослини, і причому деградація індукує припинення росту або смерть фітопатогенного організму. 25 

Відповідно до деяких варіантів здійснення, нуклеїнокислотна послідовність має довжину 
щонайменше 25 пар основ. Відповідно до деяких варіантів здійснення, нуклеїнокислотна 
послідовність має довжину 25 -70 пар основ. Відповідно до деяких варіантів здійснення, dsRNA 
з такою нуклеїнокислотною послідовністю щонайменше на 80% ідентична гену рослини. 
Відповідно до деяких варіантів здійснення, нуклеїнокислотна послідовність має довжину більше 30 

ніж 70 пар основ. Відповідно до деяких варіантів здійснення, нуклеїнокислотна послідовність 
включає нуклеїнокислотний сегмент довжиною щонайменше 70 пар основ, який щонайменше 
на 65% ідентичний гену рослини, і/або другий нуклеїнокислотний сегмент довжиною 
щонайменше 17 пар основ, який щонайменше на 85% ідентичний гену рослини. Відповідно до 
деяких варіантів здійснення, перший нуклеїнокислотний сегмент і другий нуклеїнокислотний 35 

сегмент перекриваються. Відповідно до деяких варіантів здійснення, перший нуклеїнокислотний 
сегмент і другий нуклеїнокислотний сегмент не мають області перекривання. Відповідно до 
деяких варіантів здійснення, ген рослини експресується в більшості органів рослини, починаючи 
з проростання. Відповідно до деяких варіантів здійснення винаходу, ізольована dsRNA 
щонайменше на 80% гомологічна з геном фітопатогена. 40 

Кілька варіантів здійснення відносяться до способу отримання рослини, що має підвищену 
стійкість до комах-шкідників, причому спосіб включає: вирощування рослини з насінини, 
причому насінина контактує з молекулою екзогенної dsRNA, що включає послідовність, яка по 
суті ідентична або по суті комплементарна до щонайменше 18 суміжних нуклеотидів гена 
комахи-шкідника або до послідовності РНК, транскрибованої зі згаданого гена, причому рослина 45 

має поліпшену стійкість до цього комахи-шкідника в порівнянні з контрольною рослиною, 
причому контрольна рослина вирощена з насінини, не контактуючої з молекулою екзогенної 
dsRNA. У деяких варіантах здійснення рослиною є кукурудза, соя, рис, пшениця, томат, огірок, 
салат, бавовна або ріпак. У деяких варіантах здійснення комахою-шкідником є Spodoptera 
littoralis, Diabrotica virgifera virgifera або Leptinotarsa decemlineata. У деяких варіантах здійснення 50 

ген комахи-шкідника вибирають з групи, що складається з АТФази (аденозинтрифосфатази), 
NADPH (нікотинамідаденіндинуклеотидфосфат•Н, далі НАДФ•Н або NADPH)- (цитохром P450)-
оксидоредуктази, IAP (інгібітора апоптозних білків, далі ІАБ або IAP), хітинсинтази, EF1α і β-
актину. У деяких варіантах здійснення молекула екзогенної dsRNA включає послідовність, яка 
по суті є тотожна або по суті комплементарна до щонайменше 18 суміжних нуклеотидів 55 

послідовностей SEQ ID No: 21-26, 31, 34, 37, 38, 131-133, 144 або 145. У деяких варіантах 
здійснення молекула екзогенної dsRNA включає послідовність, яка по суті ідентична або по суті 
комплементарна до щонайменше 18 суміжних нуклеотидів послідовностей SEQ ID No: 146-190. 
У деяких варіантах здійснення молекула екзогенної dsRNA включає нуклеїнокислотну 
послідовність, яка щонайменше на 80% ідентична ендогенному гену рослини щонайменше на 60 
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25 послідовних парах основ. У деяких варіантах здійснення насінину крім того обробляють 
агентом, що вибирається з групи, яка складається з пестициду, фунгіциду, інсектициду, 
добрива, покриваючого засобу і фарбуючого засобу. 

Кілька варіантів здійснення відносяться до рослини, отриманої способом, що включає: 
вирощування рослини з насінини, причому насінина контактує з молекулою екзогенної dsRNA, 5 

що включає послідовність, яка по суті ідентична або по суті комплементарна до щонайменше 18 
суміжних нуклеотидів гена комахи-шкідника або до послідовності РНК, транскрибованої зі 
згаданого гена, причому рослина має поліпшену стійкість до цієї комахи-шкідника в порівнянні з 
контрольною рослиною, причому контрольна рослина вирощена з насінини, не контактуючої з 
молекулою екзогенної dsRNA. У деяких варіантах здійснення рослиною є кукурудза, соя, рис, 10 

пшениця, томат, огірок, салат, бавовна або ріпак. У деяких варіантах здійснення комахою-
шкідником є Spodoptera littoralis, Diabrotica virgifera virgifera або Leptinotarsa decemlineata. У 
деяких варіантах здійснення ген комахи-шкідника вибирають з групи, що складається з АТФази, 
NADPH- (цитохром P450)-оксидоредуктази, інгібітора апоптозних білків, хітинсинтази, EF1α і β-
актину. У деяких варіантах здійснення молекула екзогенної dsRNA включає послідовність, яка 15 

по суті ідентична або по суті комплементарна до щонайменше 18 суміжних нуклеотидів 
послідовностей SEQ ID No: 21-26, 31, 34, 37, 38, 131-133, 144 або 145. У деяких варіантах 
здійснення молекула екзогенної dsRNA включає послідовність, яка по суті ідентична або по суті 
комплементарна до щонайменше 18 суміжних нуклеотидів послідовностей SEQ ID No: 146-190. 
У деяких варіантах здійснення молекула екзогенної dsRNA включає нуклеїнокислотну 20 

послідовність, яка щонайменше на 80% ідентична ендогенному гену рослини щонайменше на 
25 послідовних парах основ. У деяких варіантах здійснення насінину крім того обробляють 
агентом, що вибирається з групи, яка складається з пестициду, фунгіциду, інсектициду, 
добрива, покриваючого засобу і фарбуючого засобу. У деяких варіантах здійснення рослина не 
включає пороги виявлення молекули екзогенної dsRNA. 25 

Кілька варіантів здійснення відносяться до способу отримання раслини, що має підвищену 
стійкість до комах-шкідників, причому спосіб включає вирощування рослини з насінини, причому 
насінина включає молекулу екзогенної dsRNA, що включає послідовність, яка по суті ідентична 
або по суті комплементарна до щонайменше 18 суміжних нуклеотидів гена комахи-шкідника або 
до послідовності РНК, транскрибованої зі згаданого гена, причому насіння позбавлене 30 

гетерологічного промотора для стимуляції експресії молекули екзогенної dsRNA, і причому 
рослина має поліпшену стійкість до цієї комахи-шкідника в порівнянні з контрольною рослиною, 
причому контрольна рослина вирощена з насінини, що не включає молекулу екзогенної dsRNA. 
У деяких варіантах здійснення рослиною є кукурудза, соя, рис, пшениця, томат, огірок, салат, 
бавовна або ріпак. У деяких варіантах здійснення комахою-шкідником є Spodoptera littoralis, 35 

Diabrotica virgifera virgifera або Leptinotarsa decemlineata. У деяких варіантах здійснення ген 
комах6и-шкідника вибирають з групи, що складається з АТФази, NADPH- (цитохром P450)-
оксидоредуктази, інгібітора апоптозних білків, хітинсинтази, EF1α і β-актину. У деяких варіантах 
здійснення молекула екзогенної dsRNA включає послідовність, яка по суті ідентична або по суті 
комплементарна до щонайменше 18 суміжних нуклеотидів послідовності SEQ ID No: 21-26, 31, 40 

34, 37, 38, 131-133, 144 або 145. У деяких варіантах здійснення молекула екзогенної dsRNA 
включає послідовність, яка по суті ідентична або по суті комплементарна до щонайменше 18 
суміжних нуклеотидів послідовності SEQ ID No: 146-190. У деяких варіантах здійснення 
молекула екзогенної dsRNA включає нуклеїнокислотну послідовність, яка щонайменше на 80% 
ідентична ендогенному гену рослини щонайменше на 25 послідовних парах основ. У деяких 45 

варіантах здійснення насінину крім того обробляють агентом, що вибирається з групи, яка 
складається з пестициду, фунгіциду, інсектициду, добрива, покриваючого засобу і фарбуючого 
засобу. 

Кілька варіантів здійснення відносяться до рослини, отриманої способом, що включає 
вирощування рослини з насінини, причому насінина включає молекулу екзогенної dsRNA, що 50 

включає послідовність, яка по суті ідентична або по суті комплементарна до щонайменше 18 
суміжних нуклеотидів гена комахи-шкідника або до послідовності РНК, транскрибованої зі 
згаданого гена, причому насіння позбавлене гетерологічного промотора для стимуляції 
експресії молекули екзогенної dsRNA, і причому рослина має поліпшену стійкість до цієї комахи-
шкідника в порівнянні з контрольною рослиною, причому контрольна рослина вирощена з 55 

насінини, яка не включає молекулу екзогенної dsRNA. У деяких варіантах здійснення рослиною 
є кукурудза, соя, рис, пшениця, томат, огірок, салат, бавовна або ріпак. У деяких варіантах 
здійснення комахою-шкідником є Spodoptera littoralis, Diabrotica virgifera virgifera або Leptinotarsa 
decemlineata. У деяких варіантах здійснення ген комахи-шкідника вибирають з групи, що 
складається з АТФази, NADPH-(цитохром P450)-оксидоредуктази, інгібітора апоптозних білків, 60 
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хітинсинтази, EF1α і β-актину. У деяких варіантах здійснення молекула екзогенної dsRNA 
включає послідовність, яка по суті ідентична або по суті комплементарна до щонайменше 18 
суміжних нуклеотидів послідовності SEQ ID No: 21-26, 31, 34, 37, 38, 131-133, 144 або 145. У 
деяких варіантах здійснення молекула екзогенної dsRNA включає послідовність, яка по суті 
ідентична або по суті комплементарна до щонайменше 18 суміжних нуклеотидів послідовності 5 

SEQ ID No: 146-190. У деяких варіантах здійснення молекула екзогенної dsRNA включає 
нуклеїнокислотну послідовність, яка щонайменше на 80% ідентична ендогенному гену рослини 
щонайменше на 25 послідовних парах основ. У деяких варіантах здійснення насінину крім того 
обробляють агентом, що вибирається з групи, яка складається з пестициду, фунгіциду, 
інсектициду, добрива, покриваючого засобу і фарбуючого засобу. У деяких варіантах здійснення 10 

рослина не включає пороги виявлення молекули екзогенної dsRNA. 
Кілька варіантів здійснення відносяться до способу отримання рослини, яка має стійкість до 

комах, причому спосіб включає: a) введення молекули нетранскрибованого тригера, що включає 
щонайменше один ланцюг полінуклеотидів, який включає щонайменше один сегмент із 18 або 
більше суміжних нуклеотидів гена комахи-шкідника в антисмисловій або смисловій орієнтації, в 15 

непророслу насінину і b) пророщування насінини для отримання рослини, що проявляє стійкість 
до комах після появи зі згаданої насінини. У деяких варіантах здійснення рослина не включає 
пороги виявлення молекули тригера після появи з насінини. У деяких варіантах здійснення 
молекулою нетранскрибованого тригера є dsRNA. У деяких варіантах здійснення ген комахи-
шкідника вибирають з групи, що складається з АТФази, NADPH- (цитохром P450)-20 

оксидоредуктази, інгібітора апоптозних білків, хітинсинтази, EF1α і β-актину. У деяких варіантах 
здійснення рослина стійка до інвазії Spodoptera littoralis, Diabrotica virgifera virgifera або 
Leptinotarsa decemlineata. У деяких варіантах здійснення молекула нетранскрибованого тригера 
включає послідовність, яка по суті ідентична або по суті комплементарна до щонайменше 18 
суміжних нуклеотидів послідовності SEQ ID No: 21-26, 31, 34, 37, 38, 131-133, 144 або 145. У 25 

деяких варіантах здійснення молекула нетранскрибованого тригера включає послідовність, яка 
по суті ідентична або по суті комплементарна до щонайменше 18 суміжних нуклеотидів 
послідовності SEQ ID No: 146-190. У деяких варіантах здійснення молекула нетранскрибованого 
тригера щонайменше на 80% ідентична ендогенному гену рослини щонайменше на 25 
послідовних парах основ. У деяких варіантах здійснення насінину попередньо замочують у 30 

праймінговому розчині перед введенням молекули нетранскрибованого тригера. У деяких 
варіантах здійснення праймінг здійснюють шляхом: (i) промивки насінини перед згаданим 
контактом і (ii) сушіння насінини після етапу (i). 

Кілька варіантів здійснення відносяться до способу обробки насінини для поліпшення 
стійкості до комах рослини, вирощеної з такої насінини, причому спосіб включає: введення 35 

молекули екзогенної dsRNA, що включає послідовність, яка по суті ідентична або по суті 
комплементарна до щонайменше 18 суміжних нуклеотидів гена комахи-шкідника або до 
послідовності РНК, транскрибованої з гена комахи-шкідника в насінину, причому рослина, 
вирощена з насінини, має поліпшену стійкість до комах в порівнянні з контрольною рослиною. У 
деяких варіантах здійснення молекула екзогенної dsRNA включає послідовність, яка по суті 40 

ідентична або по суті комплементарна до щонайменше 18 суміжних нуклеотидів послідовності 
SEQ ID No: 21-26, 31, 34, 37, 38, 131-133, 144 або 145. У деяких варіантах здійснення молекула 
екзогенної dsRNA включає послідовність, яка по суті ідентична або по суті комплементарна до 
щонайменше 18 суміжних нуклеотидів послідовності SEQ ID No: 146-190. У деяких варіантах 
здійснення насінину замочують у праймінговому розчині перед введенням молекули екзогенної 45 

dsRNA. У деяких варіантах здійснення праймінг здійснюють шляхом: (i) промивки насінини 
перед згаданим контактом і (ii) сушіння насінини після етапу (i). У деяких варіантах здійснення 
насінину промивають у двічі деіонізованій воді. У деяких варіантах здійснення насінину 
промивають протягом 2 – 6 годин. У деяких варіантах здійснення насінину промивають при 4 - 
28 ºC. У деяких варіантах здійснення насінину сушать при 25 - 30 ºC протягом 10 - 16 годин. У 50 

деяких варіантах здійснення молекулу dsRNA вводять в насінину в концентрації 20 - 150 мкг/мл. 
У деяких варіантах здійснення молекулу dsRNA вводять в насінину в розчині, що включає 0,1 
мМ ЕДТА (етилендіамінтетраоцтова кислота, далі ЕДТА або EDTA). У деяких варіантах 
здійснення молекулу dsRNA вводять в насінину в присутності фізичного агента. У деяких 
варіантах здійснення фізичним агентом є ПЕГ(поліетиленгліколь, далі ПЕГ)-модифіковані 55 

вуглецеві нанотрубки. 
Кілька варіантів здійснення відносяться до насінини, отриманої способом, що включає 

введення молекули екзогенної dsRNA, яка включає послідовність, яка по суті ідентична або по 
суті комплементарна до щонайменше 18 суміжних нуклеотидів гена комахи-шкідника або до 
послідовності РНК, транскрибованої з гена комахи-шкідника в насінину, причому рослина, 60 
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вирощена з насінини, має поліпшену стійкість до комах в порівнянні з контрольною рослиною. У 
деяких варіантах здійснення молекула екзогенної dsRNA включає послідовність, яка по суті 
ідентична або по суті комплементарна до щонайменше 18 суміжних нуклеотидів послідовності 
SEQ ID No: 21-26, 31, 34, 37, 38, 131-133, 144 або 145. У деяких варіантах здійснення молекула 
екзогенної dsRNA включає послідовність, яка по суті ідентична або по суті комплементарна до 5 

щонайменше 18 суміжних нуклеотидів послідовності SEQ ID No: 146-190. У деяких варіантах 
здійснення насінину замочують у праймінговому розчині перед введенням молекули екзогенної 
dsRNA. У деяких варіантах здійснення праймінг здійснюють шляхом: (i) промивки насінини 
перед згаданим контактом і (ii) сушіння насінини після етапу (i). У деяких варіантах здійснення 
насінину промивають у двічі деіонізованій воді. У деяких варіантах здійснення насінину 10 

промивають протягом 2 – 6 годин. У деяких варіантах здійснення насінину промивають при 4 - 
28 ºC. У деяких варіантах здійснення насінину сушать при 25 - 30 ºC протягом 10 - 16 годин. У 
деяких варіантах здійснення молекулу dsRNA вводять в насінину в концентрації 20 - 150 мкг/мл. 
У деяких варіантах здійснення молекулу dsRNA вводять в насінину в розчині, що включає 0,1 
мМ ЕДТА. У деяких варіантах здійснення молекулу dsRNA вводять в насінину в присутності 15 

фізичного агента. У деяких варіантах здійснення фізичним агентом є ПЕГ-модифіковані 
вуглецеві нанотрубки. Кілька варіантів здійснення відносяться до пристрою для вміщення 
насінини, що включає одну або більше насінини. Кілька варіантів здійснення відносяться до 
засіяного поля, що включає деяку кількість такого насіння. 

Кілька варіантів здійснення відносяться до насінини, що включає молекулу екзогенної 20 

dsRNA, що включає послідовність, яка по суті ідентична або по суті комплементарна до 
щонайменше 18 суміжних нуклеотидів гена комахи-шкідника або до послідовності РНК, 
транскрибованої з гена комахи-шкідника, причому насінина позбавлена гетерологічного 
промотора для стимуляції експресії згаданої молекули dsRNA, і причому екзогенна dsRNA не 
інтегрується в геном насінини. У деяких варіантах здійснення молекула екзогенної dsRNA 25 

присутня в ендоспермі насінини. У деяких варіантах здійснення молекула екзогенної dsRNA 
включає послідовність, яка по суті ідентична або по суті комплементарна до щонайменше 18 
суміжним нуклеотидам послідовності SEQ ID No: 21-26, 31, 34, 37, 38, 131-133, 144 або 145. У 
деяких варіантах здійснення молекула екзогенної dsRNA включає послідовність, яка по суті 
ідентична або по суті комплементарна до щонайменше 18 суміжних нуклеотидів послідовності 30 

SEQ ID No: 146-190. У деяких варіантах здійснення молекула екзогенної dsRNA є у зародку 
насінини. У деяких варіантах здійснення молекула екзогенної dsRNA присутня в подібній 
концентрації в зародку і ендоспермі насінини. У деяких варіантах здійснення молекула 
екзогенної dsRNA присутня в ендоспермі в більш високій концентрації ніж у зародку і насінині. У 
деяких варіантах здійснення ген комахи-шкідника вибирають з групи, що складається з АТФази, 35 

NADPH- (цитохром P450)-оксидоредуктази, інгібітора апоптозних білків, хітинсинтази, EF1α і β-
актину. У деяких варіантах здійснення комахою-шкідником є Spodoptera littoralis, Diabrotica 
virgifera virgifera або Leptinotarsa decemlineata. У деяких варіантах здійснення молекула 
екзогенної dsRNA включає нуклеїнокислотну послідовність, яка щонайменше на 80% ідентична 
ендогенному гену насінини щонайменше на 25 послідовних парах основ. У деяких варіантах 40 

здійснення насінину обробляють агентом, що вибирається з групи, яка складається з пестициду, 
фунгіциду, інсектициду, добрива, покриваючого засобу і фарбуючого засобу. У деяких варіантах 
здійснення насінина є замочена в праймінговому розчині насінина. Кілька варіантів здійснення 
відносяться до пристрою, який вміщує насінину, що включає одну або більше насінини. Кілька 
варіантів здійснення відносяться до засіяного поля, що включає деяку кількість такого насіння. 45 

Кілька варіантів здійснення відносяться до рослини, що проявляє стійкість до комах після 
появи з насінини, причому молекулу нетранскрибованого тригера, що включає щонайменше 
один ланцюг полінуклеотидів, який включає щонайменше один сегмент із 18 або більше 
суміжних нуклеотидів гена комахи-шкідника в антисмисловій або смисловій орієнтації, вводять в 
непророслу насіннину, з якої виростає згадана рослина. У деяких варіантах здійснення рослину 50 

вибирають з групи, що складається з кукурудзи, сої, рису, пшениці, томату, огірка, салату, 
бавовни і ріпаку. У деяких варіантах здійснення рослина не включає поріг виявлення молекули 
нетранскрибованого тригера. У деяких варіантах здійснення ген комахи-шкідника вибирають з 
групи, що складається з АТФази, NADPH-(цитохром P450)-оксидоредуктази, інгібітора 
апоптозних білків, хітинсинтази, EF1α і β-актину. У деяких варіантах здійснення молекула 55 

нетранскрибованого тригера включає послідовність, яка по суті ідентична або по суті 
комплементарна до щонайменше 18 суміжних нуклеотидів послідовності SEQ ID No: 21-26, 31, 
34, 37, 38, 131-133, 144 або 145. У деяких варіантах здійснення молекула нетранскрибованого 
тригера включає послідовність, яка по суті ідентична або по суті комплементарна до 
щонайменше 18 суміжних нуклеотидів послідовності SEQ ID No: 146-190. У деяких варіантах 60 
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здійснення молекула нетранскрибованого тригера включає нуклеїнокислотну послідовність, яка 
щонайменше на 80% ідентична ендогенному гену насінини щонайменше на 25 послідовних 
парах основ. У деяких варіантах здійснення молекула нетранскрибованого тригера включає 
нуклеїнокислотну послідовність, яка має довжину щонайменше 17 пар основ і щонайменше на 
85% ідентична ендогенному гену насінини. У деяких варіантах здійснення молекула 5 

нетранскрибованого тригера включає нуклеїнокислотну послідовність, яка має довжину 
щонайменше 70 пар основ і щонайменше на 65% ідентична ендогенному гену насінини. 

Кілька варіантів здійснення відносяться до рослини, що включає молекулу нуклеїнової 
кислоти для пригнічення гена комахи-шкідника, причому молекула нуклеїнової кислоти не 
інтегрована в хромосому рослини, причому молекула нуклеїнової кислоти не транскрибована з 10 

гомологічного трансгена, інтегрованого в хромосому рослини, і причому ген комахи- шкідника 
пригнічений шляхом введення молекули тригера, що включає щонайменше один ланцюг 
полінуклеотидів, який включає щонайменше один сегмент із 18 або більше суміжних 
нуклеотидів гена комахи-шкідника в антисмислоій або смисловій орієнтації, в непророслу 
насінину, з якої виростає рослина. У деяких варіантах здійснення рослину вибирають з групи, 15 

що складається з кукурудзи, сої, рису, пшениці, томату, огірка, салату, бавовни і ріпаку. У 
деяких варіантах здійснення молекулою тригера є dsRNA. У деяких варіантах здійснення ген 
комахи-шкідника вибирають з групи, що складається з АТФази, NADPH-(цитохром P450)-
оксидоредуктази, інгібітора апоптозних білків, хітинсинтази, EF1α і β-актину. У деяких варіантах 
здійснення тригерна молекула включає послідовність, яка по суті ідентична або по суті 20 

комплементарна до щонайменше 18 суміжних нуклеотидів послідовності SEQ ID No: 21-26, 31, 
34, 37, 38, 131-133, 144 або 145. У деяких варіантах здійснення тригерна молекула включає 
послідовність, яка по суті ідентична або по суті комплементарна до щонайменше 18 суміжних 
нуклеотидів послідовності SEQ ID No: 146-190. У деяких варіантах здійснення тригерна 
молекула включає нуклеїнокислотну послідовність, яка щонайменше на 80% ідентична 25 

щонайменше на 25 послідовних парах основ ендогенному гену насінини, з якої виростає 
рослина. У деяких варіантах здійснення тригерна молекула включає нуклеїнокислотну 
послідовність, яка має довжину щонайменше 17 пар основ і щонайменше на 85% ідентична 
ендогенному гену насінини, з якої виростає рослина. У деяких варіантах здійснення тригерна 
молекула включає нуклеїнокислотну послідовність, яка має довжину щонайменше 70 пар основ 30 

і щонайменше на 65% ідентична ендогенному гену насінини, з якої виростає рослина. У деяких 
варіантах здійснення рослина не включає поріг виявлення молекули тригера. 

Кілька варіантів здійснення відносяться до способу зниження тиску личинки західного 
кукурудзяного жука на рослину кукурудзи, причому спосіб включає: a) введення молекули 
тригера, що включає щонайменше один ланцюг полінуклеотидів, який включає щонайменше 35 

один сегмент із 18 або більше суміжних нуклеотидів гена личинки західного кукурудзяного жука 
в антисмисловій або смисловій орієнтації, в непророслу насінину кукурудзи та b) пророщування 
насінини кукурудзи для отримання рослини кукурудзи. У деяких варіантах здійснення 
молекулою тригера є dsRNA. У деяких варіантах здійснення тригерна молекула включає 
щонайменше один сегмент із 18 або більше суміжних нуклеотидів послідовності SEQ ID No. 144. 40 

У деяких варіантах здійснення тригерна молекула включає щонайменше один сегмент із 18 або 
більше суміжних нуклеотидів послідовності SEQ ID No: 146-190. У деяких варіантах здійснення 
непророслу насінину кукурудзи замочують у праймінговому розчині перед введенням молекули 
тригера. У деяких варіантах здійснення насінину замочують у праймінговому розчині шляхом: (i) 
промивки насінини перед згаданим контактом і (ii) сушіння насінини після етапу (i). У деяких 45 

варіантах здійснення насінину промивають у двічі деіонізованій воді. 
Кілька варіантів здійснення відносяться до способу отримання рослини, що має поліпшену 

стійкість до вірусів, причому спосіб включає: вирощування рослини з насінини, причому 
насінина контактує з молекулою екзогенної dsRNA, що включає послідовність, яка по суті 
ідентична або по суті комплементарна до щонайменше 18 суміжних нуклеотидів гена вірусу або 50 

до послідовності РНК, транскрибованої зі згаданого гена, причому рослина має поліпшену 
стійкість до вірусів в порівнянні з контрольною рослиною, причому контрольна рослина 
вирощена з насінини, яка не контактувала з молекулою екзогенної dsRNA. У деяких варіантах 
здійснення рослиною є кукурудза, соя, рис, пшениця, томат, огірок, салат, бавовна або ріпак. У 
деяких варіантах здійснення вірусом є вірус золотої крапчастості томату (далі ВЗКТ або 55 

ToGMoV), вірус мозаїки огірка (цитомегаловірус, далі ЦМВ або CMV) або вірус плямистого 
в'янення томата (далі ВПВТ або TSWV). У деяких варіантах здійснення ген вірусу вибирають з 
групи, що складається з гена ToGMoV, гена CMV і гена TSWV. У деяких варіантах здійснення 
ген вірусу вибирають з групи, що складається з гена нуклеокапсида (N), гена реплікази, гена 
оболонки і гена AC1. У деяких варіантах здійснення молекула екзогенної dsRNA включає 60 
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послідовність, яка по суті ідентична або по суті комплементарна до щонайменше 18 суміжних 
нуклеотидів послідовності SEQ ID No: 8, 11 або 185-190. У деяких варіантах здійснення 
молекула екзогенної dsRNA включає нуклеїнокислотну послідовність, яка щонайменше на 80% 
ідентична ендогенному гену рослини щонайменше на 25 послідовних парах основ. У деяких 
варіантах здійснення насінину крім того обробляють агентом, що вибирається з групи, яка 5 

складається з пестициду, фунгіциду, інсектициду, добрива, покриваючого засобу і фарбуючого 
засобу. 

Кілька варіантів здійснення відносяться до рослини, отриманої способом, що включає: 
вирощування рослини з насінини, причому насінина контактує з молекулою екзогенної dsRNA, 
що включає послідовність, яка по суті ідентична або по суті комплементарна до щонайменше 18 10 

суміжних нуклеотидів гена вірусу або до послідовності РНК транскрибованої зі згаданого гена, 
причому рослина має поліпшену стійкість до вірусу в порівнянні з контрольною рослиною, 
причому контрольна рослина вирощена з насінини, яка не контактувала з молекулою екзогенної 
dsRNA. У деяких варіантах здійснення рослиною є кукурудза, соя, рис, пшениця, томат, огірок, 
салат, бавовна або ріпак. У деяких варіантах здійснення вірусом є вірус золотої крапчастості 15 

томату (ToGMoV), вірус мозаїки огірка (CMV) або вірус плямистого в'янення томата (TSWV). У 
деяких варіантах здійснення ген вірусу вибирають з групи, що складається з гена ToGMoV, гена 
CMV і гена TSWV. У деяких варіантах здійснення ген вірусу вибирають з групи, що складається 
з гена нуклеокапсида (N), гена реплікази, гена оболонки і гена AC1. У деяких варіантах 
здійснення молекула екзогенної dsRNA включає послідовність, яка по суті ідентична або по суті 20 

комплементарна до щонайменше 18 суміжних нуклеотидів послідовності SEQ ID No: 8, 11 або 
185-190. У деяких варіантах здійснення молекула екзогенної dsRNA включає нуклеїнокислотну 
послідовність, яка щонайменше на 80% ідентична ендогенному гену рослини щонайменше на 
25 послідовних парах основ. В деяких варіантах здійснення насінину крім того обробляють 
агентом, що вибирається з групи, яка складається з пестициду, фунгіциду, інсектициду, 25 

добрива, покриваючого засобу і фарбуючого засобу. У деяких варіантах здійснення рослина не 
включає пороги виявлення молекули екзогенної dsRNA. 

Кілька варіантів здійснення відносяться до способу отримання рослини, що має поліпшену 
стійкість до вірусів, причому спосіб включає вирощування рослини з насінини, причому насінина 
включає молекулу екзогенної dsRNA, що включає послідовність, яка по суті ідентична або по 30 

суті комплементарна до щонайменше 18 суміжних нуклеотидів гена вірусу або до послідовності 
РНК, транскрибованої зі згаданого гена, причому насінина позбавлена гетерологічного 
промотора для стимуляції експресії молекули екзогенної dsRNA, і причому рослина має 
поліпшену стійкість до вірусів в порівнянні з контрольною рослиною, причому контрольна 
рослина вирощена з насінини, що не включає молекулу екзогенної dsRNA. У деяких варіантах 35 

здійснення вірусом є вірус золотої крапчастості томату (ToGMoV), вірус мозаїки огірка (CMV) 
або вірус плямистого в'янення томата (TSWV). У деяких варіантах здійснення ген вірусу 
вибирають з групи, що складається з гена ToGMoV, гена CMV і гена TSWV. У деяких варіантах 
здійснення ген вірусу вибирають з групи, що складається з гена нуклеокапсида (N), гена 
реплікази, гена оболонки і гена AC1. У деяких варіантах здійснення молекула екзогенної dsRNA 40 

включає послідовність, яка по суті ідентична або по суті комплементарна до щонайменше 18 
суміжних нуклеотидів послідовності SEQ ID No: 8, 11 або 185-190. У деяких варіантах 
здійснення молекула екзогенної dsRNA включає нуклеїнокислотну послідовність, яка 
щонайменше на 80% ідентична ендогенному гену рослини щонайменше на 25 послідовних 
парах основ. У деяких варіантах здійснення насінину крім того обробляють агентом, що 45 

вибирається з групи, яка складається з пестициду, фунгіциду, інсектициду, добрива, 
покриваючого засобу і фарбуючого засобу. 

Кілька варіантів здійснення відносяться до рослини, отриманої способом, що включає 
вирощування рослини з насінини, причому насінина включає молекулу екзогенної dsRNA, що 
включає послідовність, яка по суті ідентична або по суті комплементарна до щонайменше 18 50 

суміжних нуклеотидів гена вірусу або до послідовності РНК, транскрибованої зі згаданого гена, 
причому насінина позбавлена гетерологічного промотора для стимуляції експресії молекули 
екзогенної dsRNA, і причому рослина має поліпшену стійкість до вірусів в порівнянні з 
контрольною рослиною, причому контрольна рослина вирощена з насінини, що не включає 
молекулу екзогенної dsRNA. У деяких варіантах здійснення рослиною є кукурудза, соя, рис, 55 

пшениця, томат, огірок, салат, бавовна або ріпак. У деяких варіантах здійснення вірусом є вірус 
золотої крапчастості томату (ToGMoV), вірус мозаїки огірка (CMV) або вірус плямистого 
в'янення томата (TSWV). У деяких варіантах здійснення ген вірусу вибирають з групи, що 
складається з гена ToGMoV, гена CMV і гена TSWV. У деяких варіантах здійснення ген вірусу 
вибирають з групи, що складається з гена нуклеокапсида (N), гена реплікази, гена оболонки і 60 
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гена AC1. У деяких варіантах здійснення молекула екзогенної dsRNA включає послідовність, яка 
по суті ідентична або по суті комплементарна до щонайменше 18 суміжних нуклеотидів 
послідовності SEQ ID No: 8, 11 або 185-190. У деяких варіантах здійснення молекула екзогенної 
dsRNA включає нуклеїнокислотну послідовність, яка щонайменше на 80% ідентична 
ендогенному гену рослини щонайменше на 25 послідовних парах основ. В деяких варіантах 5 

здійснення насінину крім того обробляють агентом, що вибирається з групи, яка складається з 
пестициду, фунгіциду, інсектициду, добрива, покриваючого засобу і фарбуючого засобу. У 
деяких варіантах здійснення рослина не включає пороги виявлення молекули екзогенної 
dsRNA. 

Кілька варіантів здійснення відносяться до способу отримання рослини, що має стійкість до 10 

вірусів, причому спосіб включає: a) введення молекули нетранскрибованого тригера, що 
включає щонайменше один ланцюг полінуклеотидів, який включає щонайменше один сегмент із 
18 або більше суміжних нуклеотидів гена вірусу в антисмисловій або смисловій орієнтації, в 
непророслу насінину і b) пророщування насінини для отримання рослини, яка виявляє стійкість 
до вірусів після появи зі згаданої насінини. У деяких варіантах здійснення рослина не включає 15 

пороги виявлення молекули тригера після появи з насінини. У деяких варіантах здійснення 
молекулою нетранскрибованого тригера є dsRNA. У деяких варіантах здійснення вірусом є вірус 
золотої крапчастості томату (ToGMoV), вірус мозаїки огірка (CMV) або вірус плямистого 
в'янення томата (TSWV). У деяких варіантах здійснення ген вірусу вибирають з групи, що 
складається з гена ToGMoV, гена CMV і гена TSWV. У деяких варіантах здійснення ген вірусу 20 

вибирають з групи, що складається з гена нуклеокапсида (N), гена реплікази, гена оболонки і 
гена AC1. У деяких варіантах здійснення молекула нетранскрибованого тригера включає 
послідовність, яка по суті ідентична або по суті комплементарна до щонайменше 18 суміжних 
нуклеотидів послідовності SEQ ID No: 8, 11 або 185-190. У деяких варіантах здійснення 
молекула нетранскрибованого тригера щонайменше на 80% ідентична ендогенному гену 25 

рослини щонайменше на 25 послідовних парах основ. У деяких варіантах здійснення насінину 
замочують у праймінговому розчині перед введенням молекули нетранскрибованого тригера. У 
деяких варіантах здійснення праймінг здійснюють шляхом: (i) промивки насінини перед 
згаданим контактом і (ii) сушіння насінини після етапу (i). 

Кілька варіантів здійснення відносяться до способу обробки насінини для поліпшення 30 

стійкості рослини, вирощеної з насінини, до вірусів, причому спосіб включає: введення молекули 
екзогенної dsRNA, що включає послідовність, яка по суті ідентична або по суті комплементарна 
до щонайменше 18 суміжних нуклеотидів гена вірусу або до послідовності РНК, 
транскрибованої з гена вірусу в насінину, причому рослина, вирощена з насінини, має 
поліпшену стійкість до вірусів в порівнянні з контрольною рослиною. У деяких варіантах 35 

здійснення молекула екзогенної dsRNA включає послідовність, яка по суті ідентична або по суті 
комплементарна до щонайменше 18 суміжних нуклеотидів послідовності SEQ ID No: 8, 11 або 
185-190. У деяких варіантах здійснення насінину замочують у праймінговому розчині перед 
введенням молекули екзогенної dsRNA. У деяких варіантах здійснення праймінг здійснюють 
шляхом: (i) промивки насінини перед згаданим контактом і (ii) сушіння насінини після етапу (i). У 40 

деяких варіантах здійснення насінину промивають у двічі деіонізованій воді. У деяких варіантах 
здійснення насінину промивають протягом 2 – 6 годин. У деяких варіантах здійснення насінину 
промивають при 4 - 28 ºC. У деяких варіантах здійснення насінину сушать при 25 - 30 ºC 
протягом 10 - 16 годин. У деяких варіантах здійснення молекулу dsRNA вводять в насінину в 
концентрації 20 - 150 мкг/мл. У деяких варіантах здійснення молекулу dsRNA вводять в насінину 45 

в розчині, що включає 0,1 мМ ЕДТА. У деяких варіантах здійснення молекулу dsRNA вводять в 
насінину в присутності фізичного агента. У деяких варіантах здійснення фізичним агентом є 
ПЕГ-модифіковані вуглецеві нанотрубки. 

Кілька варіантів здійснення відносяться до насінини, отриманої способом, що включає 
введення молекули екзогенної dsRNA, що включає послідовність, яка по суті ідентична або по 50 

суті комплементарна до щонайменше 18 суміжних нуклеотидів гена вірусу або до послідовності 
РНК, транскрибованої з гена вірусу в насінину, причому рослина, вирощена з насінини, має 
поліпшену стійкість до вірусів в порівнянні з контрольною рослиною. У деяких варіантах 
здійснення молекула екзогенної dsRNA включає послідовність, яка по суті ідентична або по суті 
комплементарна до щонайменше 18 суміжних нуклеотидів послідовності SEQ ID No: 8, 11 або 55 

185-190. У деяких варіантах здійснення насінину замочують у праймінговому розчині перед 
введенням молекули екзогенної dsRNA. У деяких варіантах здійснення праймінг здійснюють 
шляхом: (i) промивки насінини перед згаданим контактом і (ii) сушіння насінини після етапу (i). У 
деяких варіантах здійснення насінину промивають у двічі деіонізованій воді. У деяких варіантах 
здійснення насінину промивають протягом 2 – 6 годин. У деяких варіантах здійснення насінину 60 
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промивають при 4 - 28 ºC. У деяких варіантах здійснення насінину сушать при 25 - 30 ºC 
протягом 10 - 16 годин. У деяких варіантах здійснення молекулу dsRNA вводять в насінину в 
концентрації 20 - 150 мкг/мл. У деяких варіантах здійснення молекулу dsRNA вводять в насінину 
в розчині, що включає 0,1 мМ ЕДТА. У деяких варіантах здійснення молекулу dsRNA вводять в 
насінину в присутності фізичного агента. У деяких варіантах здійснення фізичним агентом є 5 

ПЕГ-модифіковані вуглецеві нанотрубки. Кілька варіантів здійснення відносяться до пристрою 
для вміщення насінини, що включає одну або більше насінини. Кілька варіантів здійснення 
відносяться до засіяного поля, що включає деяку кількість такого насіння. 

Кілька варіантів здійснення відносяться до насінини, що включає молекулу екзогенної 
dsRNA, що включає послідовність, яка по суті ідентична або по суті комплементарна до 10 

щонайменше 18 суміжних нуклеотидів гена вірусу або до послідовності РНК, транскрибованої з 
гена вірусу, причому насінина позбавлена гетерологічного промотора для стимуляціі експресії 
згаданої молекули dsRNA, і причому екзогенна dsRNA не інтегрується в геном насінини. У 
деяких варіантах здійснення молекула екзогенної dsRNA присутня в ендоспермі насінини. У 
деяких варіантах здійснення молекула екзогенної dsRNA є у зародку насінини. У деяких 15 

варіантах здійснення молекула екзогенної dsRNA присутня в подібній концентрації в зародку і 
ендоспермі насінини. У деяких варіантах здійснення молекула екзогенної dsRNA присутня в 
ендоспермі в більш високій концентрації ніж у зародку і насінини. У деяких варіантах здійснення 
вірусом є вірус золотої крапчастості томату (ToGMoV), вірус мозаїки огірка (CMV) або вірус 
плямистого в'янення томата (TSWV). У деяких варіантах здійснення ген вірусу вибирають з 20 

групи, що складається з гена ToGMoV, гена CMV і гена TSWV. У деяких варіантах здійснення 
ген вірусу вибирають з групи, що складається з гена нуклеокапсида (N), гена реплікази, гена 
оболонки і гена AC1. У деяких варіантах здійснення молекула екзогенної dsRNA включає 
послідовність, яка по суті ідентична або по суті комплементарна до щонайменше 18 суміжних 
нуклеотидів послідовності SEQ ID No: 8, 11 або 185-190. У деяких варіантах здійснення 25 

молекула екзогенної dsRNA включає нуклеїнокислотну послідовність, яка щонайменше на 80% 
ідентична ендогенному гену насінині щонайменше на 25 послідовних парах основ. У деяких 
варіантах здійснення насінину обробляють агентом, що вибирається з групи, яка складається з 
пестициду, фунгіциду, інсектициду, добрива, покриваючого засобу і фарбуючого засобу. У 
деяких варіантах здійснення насінину замочують у праймінговому розчині. Кілька варіантів 30 

здійснення відносяться до пристрою для вміщення насінини, що включає одну або більше 
насінини. Кілька варіантів здійснення відносяться до засіяного поля, що включає деяку кількість 
такого насіння. 

Кілька варіантів здійснення відносяться до рослини, що проявляє стійкість до вірусів після 
появи з насінини, причому молекулу нетранскрибованого тригера, що включає щонайменше 35 

один ланцюг полінуклеотидів, який включає щонайменше один сегмент із 18 або більше 
суміжних нуклеотидів гена вірусу в антисмисловій або смисловій орієнтації, вводять в 
непророслу насінину, з якої виростає згадана рослина. У деяких варіантах здійснення рослину 
вибирають з групи, що складається з кукурудзи, сої, рису, пшениці, томату, огірка, салату, 
бавовни і ріпаку. У деяких варіантах здійснення рослина не включає поріг виявлення молекули 40 

нетранскрибованого тригера. У деяких варіантах здійснення вірусом є вірус золотої 
крапчастості томату (ToGMoV), вірус мозаїки огірка (CMV) або вірус плямистого в'янення томата 
(TSWV). У деяких варіантах здійснення ген вірусу вибирають з групи, що складається з гена 
ToGMoV, гена CMV і гена TSWV. У деяких варіантах здійснення ген вірусу вибирають з групи, 
що складається з гена нуклеокапсида (N), гена реплікази, гена оболонки і гена AC1. У деяких 45 

варіантах здійснення молекула нетранскрибованого тригера включає послідовність, яка по суті 
ідентична або по суті комплементарна до щонайменше 18 суміжних нуклеотидів послідовності 
SEQ ID No: 8, 11 або 185-190. У деяких варіантах здійснення молекула нетранскрибованого 
тригера включає нуклеїнокислотну послідовність, яка щонайменше на 80% ідентична 
ендогенному гену насінини щонайменше на 25 послідовних парах основ. У деяких варіантах 50 

здійснення молекула нетранскрибованого тригера включає нуклеїнокислотну послідовність, яка 
має довжину щонайменше 17 пар основ і щонайменше на 85% ідентична ендогенному гену 
насінини. У деяких варіантах здійснення молекула нетранскрибованого тригера включає 
нуклеїнокислотну послідовність, яка має довжину щонайменше 70 пар основ і щонайменше на 
65% ідентична ендогенному гену насінини. 55 

Кілька варіантів здійснення відносяться до рослини, що включає молекулу нуклеїнової 
кислоти для пригнічення гена вірусу, причому молекула нуклеїнової кислоти не інтегрована в 
хромосому рослини, причому молекула нуклеїнової кислоти не транскрибована з гомологічного 
трансгена інтегрованого в хромосому рослини, і причому ген вірусу пригнічений шляхом 
введення молекули тригера, що включає щонайменше один ланцюг полінуклеотидів, який 60 
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включає щонайменше один сегмент із 18 або більше суміжних нуклеотидів гена вірусу в 
антисмисловій або смисловій орієнтації, в непророслу насінину, з якої виростає рослина. У 
деяких варіантах здійснення рослину вибирають з групи, що складається з кукурудзи, сої, рису, 
пшениці, томату, огірка, салату, бавовни і ріпаку. У деяких варіантах здійснення молекулою 
тригера є dsRNA. У деяких варіантах здійснення вірусом є вірус золотої крапчастості томату 5 

(ToGMoV), вірус мозаїки огірка (CMV) або вірус плямистого в'янення томата (TSWV). У деяких 
варіантах здійснення ген вірусу вибирають з групи, що складається з гена ToGMoV, гена CMV і 
гена TSWV. У деяких варіантах здійснення ген вірусу вибирають з групи, що складається з гена 
нуклеокапсида (N), гена реплікази, гена оболонки і гена AC1. У деяких варіантах здійснення 
тригерна молекула включає послідовність, яка по суті ідентична або по суті комплементарна до 10 

щонайменше 18 суміжних нуклеотидів послідовності SEQ ID No: 8, 11 або 185-190. У деяких 
варіантах здійснення тригерна молекула включає нуклеїнокислотну послідовність, яка 
щонайменше на 80% ідентична щонайменше на 25 послідовних парах основ ендогенному гену 
насінини, з якого виростає рослина. У деяких варіантах здійснення тригерна молекула включає 
нуклеїнокислотна послідовність, яка має довжину щонайменше 17 пар основ і щонайменше на 15 

85% ідентична ендогенному гену насінини, з якої виростає рослина. У деяких варіантах 
здійснення тригерна молекула включає нуклеїнокислотну послідовність, яка має довжину 
щонайменше 70 пар основ і щонайменше на 65% ідентична ендогенному гену насінини, з якої 
виростає рослина. У деяких варіантах здійснення рослина не включає поріг виявлення 
молекули тригера. 20 

Якщо не вказано інше, всі технічні та/або наукові терміни, використанні в даному документі, 
мають таке ж значення, яке зазвичай розуміє середній фахівець в області, до якої належить 
винахід. Хоча на практичному здійсненні або при перевірці варіантів здійснення винаходу 
можуть бути використані способи і матеріали, подібні або еквівалентні описаним у даному 
документі, нижче наведені приклади способів і/або матеріалів. У разі суперечності опис 25 

винаходу до патенту, включаючи визначення, має перевагу. Крім цього, матеріали, способи і 
приклади є тільки ілюстративними і не призначені для введення обмежень. 

Короткий опис креслень 
Нижче, тільки для прикладу, описані деякі варіанти здійснення винаходу з посиланнями на 

прикладені креслення. Тепер, з конкретним посиланням на докладні креслення, хотілося б 30 

підкреслити, що конкретні деталі показані для прикладу і для цілей ілюстрації опису варіантів 
здійснення винаходу. Відповідно, опис, взятий разом з кресленнями, пояснює спеціалістам в 
даній області техніки, як здійснити на практиці варіанти здійснення винаходу. 

На Фіг. 1 показані результати впливу за часом обробки siGLO насіння рису. Перевірили 
вплив часу інкубації з dsRNA siGLO на інтенсивність флуоресценції, що показує кількість і якість 35 

проникнення dsRNA. Зображення контрольного насіння, яке було залишене необробленим (1), 
отримували разом із зображеннями насіння, обробленого dsRNA siGLO, для чотирьох періодів 
інкубації: 10 хвилин (2), 3,5 години (3), 5,5 годин (4) і 24 години (5). 

На Фіг. 2A-B показаний сайленсінг гена PDS-1 в рисі за допомогою суміші dsRNA/siRNA. Фіг. 
2A - зображення пророслого насіння рису через 5 діб після обробки, контрольні зліва. Фіг. 2B - 40 

зображення пророслого насіння рису через 7 діб після обробки, контрольні знизу. 
На Фіг. 3A-C показані рівні експресії PDS-1, визначені шляхом ПЛР (полімеразна ланцюгова 

реакція, далі ПЛР) в реальному часі. Фіг. 3A - зображення пророслого насіння рису через 7 діб 
після обробки, контрольні знизу. Фіг. 3B - зображення посадженого насіння рису через 5 тижнів 
після обробки, контрольна рослина зліва і має більш темний зелений колір в порівнянні з 45 

рослиною, яку піддали сайленсінгу за допомогою PDS-1. Фіг. 3C - РНК екстрагували з 
контрольних і підданих сайленсінгу за допомогою PDS-1 рослин, і рівні експресії PDS-1 
перевірили шляхом ПЛР в реальному часі. Рівні експресії UBQ5 слугували в якості 
нормалізаторів, і рівні експресії PDS-1 в контрольних рослинах слугували в якості калібраторів і 
отримали значення 1. 50 

На Фіг. 4A-B показано розподіл по висоті контрольних і NFY dsRNA-оброблених рослин 
томата через 55 діб після інокуляції. На Фіг. 4A показано розподіл по висоті контрольних рослин 
(сині стовпці), і на Фіг. 4B показано розподіл по висоті оброблених рослин (жовті стовпчики). 

На Фіг. 5A-D показано специфічний розподіл по висоті контрольних (сині стовпці) і ARF8 
dsRNA-оброблених (червоно-коричневі стовпчики) рослин томата через 55 (Фіг. 5A), 62 (Фіг. 5B) 55 

і 72 діб (Фіг. 5C) після обробки. На Фіг. 5D показана середня висота контрольних рослин в 
порівнянні з висотою оброблених рослин через 62 діб після обробки. 

На Фіг. 6A-B показані результати ЗТ-ПЛР (полімеразна ланцюгова реакція з зворотною 
транскрипцією, далі ЗТ-ПЛР) на РНК, екстрагованої з листя контрольних і FW2.2 dsRNA-
оброблених рослин томата через 9 тижнів після проростання. На Фіг. 6A показано кратну зміну 60 
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експресії FW2.2 в контрольних (червоні стовпчики) і dsRNA-оброблених (сині стовпці) рослинах, 
яку нанесено на графік для кожної окремої рослини, щоб продемонструвати зміну в рівні 
експресії гена FW2.2 в цих двох групах рослин. На Фіг. 6B показана середня експресія FW2.2 в 
контрольних (червоний стовпець) в порівнянні з обробленими рослинами (синій стовпець). 
Зниження рівня експресії гена FW2.2 очевидно у оброблених рослин в порівнянні з 5 

контрольними рослинами. 
На Фіг. 7A-B показана більш довга і більш розвинена коренева система у паростків рису, 

вирощених з насіння рису, оброблених проти гена Della (Фіг. 7B), в порівнянні з контрольними 
рослинами (Фіг. 7A). 

На Фіг. 8A-B показані довші і більш розвинуті системи коренів і пагонів у паростків рису, 10 

вирощених з насіння рису, оброблених проти гена NRR (Фіг. 8B) в порівнянні з контрольними 
рослинами (Фіг. 8A), коли паростки виростили в середовищі для росту без азоту. 

На Фіг. 9A-C показана гомологія між генами Spodoptera littoralis, які використані для обробки 
насінини, і геномом кукурудзи. Фіг. 9A - ген NADPH, послідовність 1 (верхня панель, SEQ ID NO: 
14 і 22) і послідовність 2 (нижня панель, SEQ ID NO: 23 і 24) з 82% -ю ідентичністю на 71 15 

нуклеотиді і 89% -ю ідентичністю на 35 нуклеотидах, відповідно. Фіг. 9B - АТФаза (SEQ ID NO: 
25 і 26) з 72%-ю ідентичністю на 484 нуклеотидах, і Фіг. 9C - інгібітор апоптозних білків, 
послідовність 1 (верхня панель, SEQ ID NO: 27 і 28) і послідовність 2 (нижня панель, SEQ ID 
NO: 29 і 30) з 81% -ю ідентичністю на 36 нуклеотидах і 87% -ю ідентичністю на 31 нуклеотиді, 
відповідно. "Query" позначає послідовності S. littoralis, і "Subject" позначає послідовності 20 

кукурудзи. 
На Фіг. 10A-C показана гомологія між генами Spodoptera littoralis, які використані для 

обробки насінини, і геномом томата. Фіг. 10A - ген NADPH, послідовність 1 (верхня панель, SEQ 
ID NO: 31 і 32) з 93% -ю ідентичністю на 30 нуклеотидах і 88% -ю ідентичністю на 25 
нуклеотидах, відповідно і послідовність 2 (нижня панель, SEQ ID NO: 33 і 34). Фіг. 10B - АТФаза 25 

(SEQ ID No: 35 і 36) з 73%-ю ідентичністю на 359 нуклеотидах, і Фіг. 10C - інгібітор апоптозних 
білків (SEQ ID No: 37 і 38) з 93%-ю ідентичністю на 28 нуклеотидах. "Query" позначає 
послідовності S. littoralis, і "Subject" позначає послідовності томата. 

На Фіг. 11A-D показані стовпчасті діаграми, що показують смертність і середню масу живих 
личинок S. littoralis. На Фіг. 11A показаний відсоток мертвих личинок через вісім діб після 30 

годування трьома обробленими молекулой тригера dsRNA АТФази віком 43 дня і контрольними 
рослинами кукурудзи. На Фіг. 11B показана середня маса живих личинок S. littoralis в той же 
момент часу. Фіг. 11C - стовпчаста діаграма, що показує відсоток мертвих личинок S. littoralis 
через три доби після годування обробленими АТФазой віком 85 діб і контрольними рослинами 
кукурудзи. Фіг. 11D - стовпчаста діаграма, що показує відсоток мертвих личинок S. littoralis через 35 

сім діб після годування обробленими молекулою тригера dsRNA АТФази віком 91 добу і 
контрольними рослинами кукурудзи. 

Фіг. 12 - стовпчаста діаграма, що показує відсоток мертвих личинок S. littoralis через сім діб 
після годування обробленими молекулою тригера dsRNA (NADPH, IAР (інгібітор апоптозних 
білків) і АТФаза) віком 67 діб і контрольними (ЕДТА) рослинами кукурудзи. 40 

Фіг. 13A-B: Фіг. 13A - стовпчаста діаграма, що показує середню масу живих личинок S. 
littoralis через вісім діб після годування обробленими молекулою тригера dsRNA EF1α віком 43 
діб і контрольними (ЕДТА) рослинами кукурудзи. Фіг. 13B – стовпчаста діаграма, що показує 
відсоток мертвих личинок S. littoralis через п'ять діб після годування обробленими молекулою 
тригера dsRNA EF1α віком 87 діб і контрольними (ЕДТА) рослинами кукурудзи. 45 

Фіг. 14 - стовпчаста діаграма, що показує середню масу живих личинок S. littoralis через вісім 
діб після годування обробленими молекулою тригера dsRNA бета-актину віком 43 діб і 
контрольними (ЕДТА) рослинами кукурудзи. 

Фіг. 15A-B: Фіг. 15A - стовпчаста діаграма, що показує середню масу живих личинок S. 
littoralis через вісім діб після годування обробленими молекулою тригера dsRNA NADPH віком 50 

43 діб і контрольними (ЕДТА) рослинами кукурудзи. Фіг. 15B - стовпчаста діаграма показує 
відсоток мертвих личинок S. littoralis через сім діб після годування обробленими молекулою 
тригера dsRNA NADPH віком 91 добу і контрольними (ЕДТА) рослинами кукурудзи. 

Фіг. 16A-B – стовпчасті діаграми, що показують середню масу живих личинок S. littoralis 
через шість діб після годування обробленими молекулою тригера dsRNA (IAР або MIX (інгібітор 55 

апоптозних білків), NADPH і АТФаза)) віком 27 діб в порівнянні з контрольними (ЕДТА) 
рослинами. На Фіг. 16A показаний середній відсоток на одне повторення, і на Фіг. 16B показана 
середня маса на одну обробку. 

Фіг. 17A-B - стовпчасті діаграми, що показують середню масу живих личинок S. littoralis після 
годування обробленими молекулою тригера dsRNA EF1α рослинами кукурудзи. На Фіг. 17A 60 
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показана середня маса через дев'ять діб після годування рослинами віком 35 діб. Стовпці 
помилок представляють стандартне відхилення для кожної обробки. На Фіг. 17B показана 
середня маса через п'ять діб після годування рослинами віком 36 діб. Стовпці помилок 
представляють стандартне відхилення для кожної рослини. 

Фіг. 18A-B: Фіг. 18A - стовпчаста діаграма, що показує відсоток мертвих личинок S. littoralis 5 

через 12 діб після годування обробленої молекулою тригера dsRNA АТФази віком 56 діб і 
контрольними (GUS (бета-глюконідаза, далі GUS)) рослинами кукурудзи. Фіг. 18B - стовпчаста 
діаграма, що показує відсоток мертвих личинок S. littoralis через чотири доби після годування 
обробленими молекулою тригера dsRNA АТФази віком 57 діб і контрольними (GUS) рослинами 
кукурудзи. 10 

Фіг. 19A-B: Фіг. 19A - стовпчаста діаграма, що показує середню масу живих личинок S. 
littoralis через десять діб після годування обробленими молекулою тригера dsRNA віком 24 діб і 
контрольними (ЕДТА, ЕДТА/ПМВН (ПЕГ-модифіковані вуглецеві нанотрубки, далі ПМВН) і ЗФБ 
(зелений флуоресцентний білок, далі ЗФБ)) рослинами кукурудзи. Стовпці помилок 
представляють стандартне відхилення для кожної рослини. Фіг. 19B - стовпчаста діаграма, що 15 

показує середню масу живих личинок S. littoralis через десять діб після годування обробленими 
молекулою тригера dsRNA віком 25 діб і контрольними (ЕДТА, ЕДТА/ПМВН і ЗФБ/ПМВН) 
рослинами кукурудзи. Стовпці помилок представляють стандартне відхилення для кожної 
рослини. 

Фіг. 20A-B - стовпчасті діаграми, що показують середню масу личинок S. littoralis через 4 20 

доби після годування обробленими молекулою тригера dsRNA віком вісім діб (EF1α і 
EF1α/ПМВН) і контрольними (GUS і GUS/ПМВН) рослинами кукурудзи. На Фіг. 20A показана 
середня маса личинок S. littoralis на одну рослину, і на Фіг. 20B показана середня маса личинок 
S. littoralis на одну обробку. Стовпці помилок представляють стандартне відхилення даних. 

Фіг. 21 - стовпчаста діаграма, що показує середню масу живих личинок S. littoralis через три і 25 

сім діб після годування обробленими молекулою тригера dsRNA (NADPH, інгібітор апоптозних 
білків, і MIX (інгібітор апоптозних білків, АТФаза і NADPH)) віком 48 діб і контрольними (ЕДТА) 
рослинами томата. 

Фіг. 22 - стовпчаста діаграма, що показує середню масу живих личинок S. littoralis після 
годування протягом чотирьох діб обробленими молекулой тригера dsRNA (бета-актину, АТФази 30 

і NADPH) віком 42 доби і контрольними (ЕДТА) рослинами томата. 
Фіг. 23A-B: Фіг. 23A - стовпчаста діаграма, що показує масу личинок S. littoralis після 

годування протягом шести діб обробленими молекулою тригера dsRNA АТФази віком 85 діб і 
контрольними (ЕДТА) рослинами томату щодо їх початкової маси до годування. Фіг. 23B - 
стовпчаста діаграма, що показує середню масу живих личинок S. littoralis після годування 35 

протягом п'яти діб обробленими молекулою тригера dsRNA АТ-Фази віком 88 діб і 
контрольними (ЕДТА) рослинами томата. 

Фіг. 24A-B: Фіг. 24A - стовпчаста діаграма, що показує середню масу личинок S. littoralis 
після годування протягом чотирьох діб обробленими молекулою тригера dsRNA NADPH віком 
95 діб і контрольними (ЕДТА) рослинами томата. Фіг. 24B - стовпчаста діаграма, що показує 40 

середню масу личинок S. littoralis після годування протягом семи діб обробленими молекулою 
тригера dsRNA NADPH віком 95 доби і контрольними (ARF8) рослинами томата. 

Фіг. 25A-F: Фіг. 25A і C - стовпчасті діаграми, що показують відсоток мертвих личинок S. 
littoralis на одну рослину через вісім і десять діб, відповідно, після годування обробленими 
молекулою тригера dsRNA (EF1α # 1, EF1α # 2, АТФази і NADPH) віком 31 доба і контрольними 45 

(ЕДТА і ЗФБ) рослинами кукурудзи. Фіг. 25 B і D - стовпчасті діаграми, які об'єднують дані, 
показані на Фіг. 25 A і C, в число обробок. Фіг. 25E - стовпчаста діаграма, що показує середню 
масу живих личинок S. littoralis через 11 діб після годування обробленими і контрольними 
рослинами кукурудзи. Стовпці помилок представляють стандартне відхилення даних. Фіг. 25F - 
стовпчаста діаграма, що показує середню масу живих личинок S. littoralis після годування 50 

протягом восьми і дев'яти діб обробленими рослинами віком 32 діб і контрольними рослинами 
кукурудзи. Маса, визначена після восьми діб, показана темними кольорами, і маса, визначена 
після дев'яти діб, показана світлими кольорами. Стовпці помилок представляють стандартне 
відхилення даних. 

Фіг. 26A-C - стовпчасті діаграми показують виживання личинок і масу західних кукурудзяних 55 

жуків (далі ЗКЖ), яких годували рослинами кукурудзи, що виросли з насіння, обробленого 
MON104454 в кількості 0 частин на мільйон (контроль), 50 частин на мільйон або 500 частин на 
мільйон або трансгенними рослинами кукурудзи, які експресують конструкт пригнічення РНК 
проти Snf7 ЗКЖ (позитивний контроль). Фіг. 26A - стовпчаста діаграма, що показує відсоток 
виживання личинок через 4 тижні. Фіг. 26B - стовпчаста діаграма, що показує сукупну масу 60 
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личинок ЗКЖ, вижили через 4 тижні. Фіг. 26C - стовпчаста діаграма, що показує середню масу 
личинок ЗКЖ, вижили через 4 тижні. 

Фіг. 27A-C - стовпчасті діаграми, що показують результати аналізу інвазії колорадського 
жука (далі КЖ) на рослини томата, які виросли з насіння, оброблених T6593, буфером 
("композиція") або молекулою тригера dsRNA ЗФБ. На Фіг. 27A показано середнє знищення 5 

листя колорадськими жуками на рослинах томата, оброблених T6593 і контрольних (композиція 
і ЗФБ). На Фіг. 27B показаний відсоток личинок КЖ, які вижили. На Фіг. 27C показана середня 
маса личинок ЗКЖ, які вижили на оброблених рослинах. 

Фіг. 28A-B: на Фіг. 28 показані результати аналізу QuantiGene рослин, оброблених ToGMoV 
після насичення насінини полінуклеотидними послідовностями dsRNA. На Фіг. 28A показані 10 

результати після обробки полінуклеотидом 5'AC1 dsRNA в порівнянні з контрольними (NTrC), 
обробленими GUS. На Фіг. 28B показані результати після обробки полінуклеотидом 3'AC1 
dsRNA в порівнянні з контрольними (NTrC), обробленими GUS. 

Фіг. 29A-B: на Фіг. 29 показані результати аналізу QuantiGene рослин, оброблених вірусом 
мозаїки огірка (CMV) після насичення насінини полінуклеотидними послідовностями dsRNA. На 15 

Фіг. 29A показані результати після обробки полінуклеотидом 5'NC dsRNA в порівнянні з 
контрольними (NTrC), обробленими GUS. На Фіг. 29B показані результати після обробки 
полінуклеотидом 3'NC dsRNA порівняно з контрольними (NTrC), обробленими GUS. 

На Фіг. 30 показані результати аналізу QuantiGene рослин, оброблених вірусом плямистого 
в'янення томата (TSWV) полінуклеотидної послідовності 3'N dsRNA в порівнянні з контрольними 20 

(NTrC), обробленими GUS. 
На Фіг. 31A-B показана гомологія між геномом EF1α Spodoptera littoralis, який використаний 

для обробки насінини, і геномом кукурудзи. Фіг. 31A - ген EF1α, послідовність 1 з 75%-ю 
ідентичністю на 400 нуклеотидах. Фіг. 31B - ген EF1α, послідовність 2 з 75%-ю ідентичністю на 
446 нуклеотидах. "Query" позначає послідовності S. littoralis, і "Subject" позначає послідовності 25 

кукурудзи. 
Фіг. 32A-C - стовпчасті діаграми, що показують аналізи ПЛР в реальному часу експресії 

мРНК (матрична рибонуклеїнова кислота, далі мРНК) гена EF1α кукурудзи в рослинах кукурудзи 
віком 20 діб і 48 діб, що виросли з насіння, обробленого 50 мкг/мл dsRNA протягом 4 годин. На 
Фіг. 32A показана кратна зміна в експресії мРНК гена EF1α кукурудзи після обробки dsRNA гена 30 

EF1α S. littoralis, для якого обробка dsRNA ЗФБ була використана в якості контрольного 
базового рівня. Значення експресії для окремих рослин були нормалізовані до середньої 
експресії всіх рослин, оброблених dsRNA ЗФБ. Різниця в експресії в порівнянні з контрольною 
групою мала p-значення 0,016. На Фіг. 32B показано кратна зміна в експресії мРНК гена EF1α 
кукурудзи після обробки сумішшю тих же dsRNA, що і на Фіг. 32A, і ПЕГ-модифікованими 35 

вуглецевими нанотрубками (ПМВН). Значення експресії для окремих рослин були нормалізовані 
до середньої експресії всіх рослин, оброблених dsRNA/ПМВН ЗФБ. Різниця в експресії в 
порівнянні з контрольною групою мала p-значення 0,003. На Фіг. 32C показана кратна зміна в 
тих же рослинах кукурудзи через 48 діб після обробки насінини. Значення експресії для окремих 
рослин були нормалізовані до середньої експресії всіх рослин, оброблених dsRNA/ПМВН ЗФБ. 40 

Різниця в експресії в порівнянні з контрольною групою мала p-значення 0,07. 
Фіг. 33 - стовпчаста діаграма, що показує аналіз шляхом ПЛР в реальному часу експресії 

мРНК гена EF1α кукурудзи в рослинах кукурудзи віком дев'ять тижнів, які проросли з насіння, 
обробленого 132 мкг/мл dsRNA, отриманої з послідовності S. littoralis. Значення експресії для 
окремих рослин були нормалізовані до середньої експресії всіх контрольних рослин. Різниця в 45 

експресії в порівнянні з контрольною групою мала p-значення 0,12. 
Фіг. 34A-B - стовпчасті діаграми, що показують аналізи шляхом ПЛР в реальному часі 

рослин кукурудзи віком шість діб, які проросли з насіння, обробленого 160 мкг/мл dsRNA 
протягом 7 годин. На Фіг. 34A показана кратна зміна в експресії мРНК гена EF1α кукурудзи по 
відношенню до обробки GUS dsRNA. На Фіг. 34B показана середня кратна зміна в експресії 50 

мРНК гена EF1α кукурудзи для всіх рослин, оброблених DsRNA EF1α (dsRNA # 1 і # 2, з ПМВН і 
без них), GUS dsRNA (з ПМВН і без них) і ЕДТА (з ПМВН і без них ). Стовпці помилок 
представляють стандартне відхилення даних. 

Фіг. 35A-C - стовпчасті діаграми, що показують аналізи шляхом ПЛР в реальному часі 
експресії мРНК АТФази і NADPH кукурудзи в рослинах кукурудзи віком 27 діб, які проросли з 55 

насіння, обробленого 160 мкг/мл dsRNA протягом 2 годин. На Фіг. 35A показана середня кратна 
зміна в експресії мРНК АТФази кукурудзи. На Фіг. 35B і 35C показана середня кратна зміна в 
експресії мРНК NADPH. Значення експресії були нормалізовані до середньої експресії рослин, 
оброблених dsRNA ЗФБ (Фіг. 35A і 35B), або до середньої експресії оброблених ЕДТА 
контрольних рослин (Фіг. 35C). Стовпці помилок представляють стандартне відхилення даних. 60 
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Докладний опис 
Якщо не вказано інше, нуклеїнокислотні послідовності вказані в тексті даного опису 

винаходу для читання зліва направо, тобто в напрямку від 5'-кінця до 3'-кінця. Нуклеїнокислотні 
послідовності можуть бути представлені як ДНК (дезоксирибонуклеїнова кислота, далі ДНК) або 
як РНК (рибонуклеїнова кислота, далі РНК), як зазначено; розкриття однієї обов'язково визначає 5 

іншу, як відомо середньому фахівцеві в даній галузі техніки. Крім того, розкриття 
нуклеїнокислотної послідовності розкриває послідовність її зворотного комплементу, оскільки 
одна обов'язково визначає іншу, як відомо середньому фахівцю в даній області техніки. Там, де 
термін має єдине число, автори винаходу також передбачають аспекти винаходу, які описані 
цим терміном в множині. 10 

Перед тим, як докладно пояснити варіанти здійснення винаходу, слід сказати, що винахід 
необов'язково обмежений у його застосуванні деталями, зазначеними в подальшому описі або 
в Прикладах. Винахід може мати інші варіанти здійснення або бути здійсненим на практиці 
різними способами. 

При зростаючій кількості населення світу і обмежених площах для росту і культивування 15 

рослин існує нагальна необхідність в покращені врожайності рослин в цих умовах, що 
змінюються. РНК-інтерференція (далі РНКі або RNAi) виникла як потужний інструмент для 
модуляції експресії генів, яка може бути використана для отримання рослин з підвищеною 
стійкістю до стресу. У рослинах RNAi зазвичай виконують шляхом отримання трансгенних 
рослин, які включають фрагмент ДНК, що транскрибований для отримання дволанцюгової РНК 20 

(далі дсРНК або dsRNA). Цю dsRNA потім процесують в малі інтерферуючі РНК (далі міРНК або 
siRNA), які опосередковують сайленсінг генів-мішеней, зазвичай шляхом відщеплення гена-
мішені РНК-індукованим сайленсінг-комплексом (далі РНК-індукований сайленсінг-комплекс або 
RISC) або шляхом трансляційного пригнічення. Головне технічне обмеження цієї технології 
полягає в тому, що багато важливих видів сільськогосподарських культур важко або неможливо 25 

трансформувати, що виключає конститутивну експресію конструктів, направляючих продукцію 
dsRNA. Більше того, питання, що стосуються потенційного впливу стійких до вірусів трансгенних 
рослин на екологію, досі значно обмежують їх використання (Тепфер (Tepfer), 2002, Annu. Rev. 
Phytopathol. 40, 467-491). 

Представлені варіанти здійснення включають способи введення молекул екзогенних 30 

нетранскрибованих полінуклеотидних тригерів, наприклад dsRNA, в насіння рослин для 
модуляції експресії генів в рослині, вирощеній з насінини, та/або в фітопатичний організм, який 
живиться рослиною або інфікує рослину, вирощену з обробленої насінини. Кілька варіантів 
здійснення відносяться до способів введення екзогенного нетранскрибованого 
полінуклеотидного тригера в насіння рослин для управління інвазією комахи-шкідника та/або 35 

вірусною інфекцією рослин, вирощених з насіння. Засвоєння рослинного матеріалу, отриманого 
з насіння, обробленого молекулами екзогенного нетранскрибованого полінуклеотидного 
тригера, наприклад dsRNA, згідно з поданими варіантам здійснення призводить до припинення 
харчування, росту, розвитку, відтворення, інвазійної здібності і, в кінцевому результаті, може 
призвести до смерті фітопатогена. У деяких варіантах здійснення екзогенні нетранскрибовані 40 

полінуклеотидні тригери призначені для сайленсінгу гена-мішені комахи-шкідника або вірусного 
патогена. Полінуклеотидними тригерами можуть бути одно- або дволанцюгові РНК, або одно- 
або дволанцюгові ДНК або гібриди дволанцюгових ДНК/РНК, або їх модифіковані аналоги, і 
вони можуть мати довжину олігонуклеотидів або більше. Кілька варіантів здійснення 
відносяться до способів введення dsRNA в насіння рослин для модуляції експресії генів. 45 

Автори винаходу розробили нову технологію введення екзогенного нетранскрибованого 
полінуклеотидного тригера, наприклад, молекул dsRNA, прямо в насінину рослини. Молекули 
цих нетранскрибованих полінуклеотидних тригерів, наприклад, dsRNA, входять в насіння і 
починають процес сайленсінгу, який триває протягом всього життя рослини, приводячи до 
отримання рослини з поліпшеною цільовою характеристикою. Вводяться полінуклеотидні 50 

тригери голі й, таким чином, в рослину не потрапляють екзогенні елементи регулювання 
транскрипції, таким чином зменшуючи проблеми довкілля, пов'язані з трансгенними рослинами. 
У деяких варіантах здійснення полінуклеотидним тригером, який вводиться, є гола dsRNA, і, 
таким чином, в рослину не потрапляють екзогенні елементи регуляції транскрипції. Крім цього, 
модифікована насінина може бути пророщена для отримання рослини без необхідності в 55 

трудомістких і складних етапах регенерації культури тканини. 
Представлені варіанти здійснення пропонують, в їх частині, систему доставки агентів 

боротьби зі шкідниками до шкідників за допомогою пропозиції їм раціону, що містить рослинний 
матеріал з насіння, обробленого цими молекулами екзогенного нетранскрибованого 
полінуклеотидного тригера, наприклад dsRNA, відповідно до представлених варіантів 60 
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здійснення. 
Як показано нижче і в розділі "Приклади", нижче, представлені варіанти здійснення 

включають створення умов, необхідних для введення екзогенного нетранскрибованого 
полінуклеотидного тригера, наприклад, голих dsRNA, в насіння (див., наприклад, Приклад 1). Ці 
молекули екзогенного нетранскрибованого полінуклеотидного тригера, наприклад, гола dsRNA, 5 

що не інтегруются в геном і мають високу стійкість як в рослині, так і в розчині (див. Приклади 2 
- 4). Молекули екзогенного нетранскрибованого полінуклеотидного тригера, наприклад, голої 
dsRNA, проникають через оболонку насінини (шкірку) однодольних і дводольних рослин і 
поширюються в ендоспермі і зародку насінини (Приклади 5 - 6). В одному аспекті, представлені 
варіанти здійснення включають зміну експресії ендогенних генів (Приклади 8 - 15). У деяких 10 

варіантах здійснення ендогенний ген, чию експресію змінюють, є ортологом гена-мішені 
шкідника. У ще одному аспекті, представлені варіанти здійснення включають введення в 
насіння екзогенного нетранскрибованого полінуклеотидного тригера, наприклад, dsRNA, 
направленного на екзогенні гени (наприклад, гени комахи-шкідника або гени вірусів). Ці 
результати відтворені на ряді рослин однодольних і дводольних груп. У ще одному аспекті, 15 

представлені варіанти здійснення включають введення в насіння екзогенного 
нетранскрибованого полінуклеотидного тригера, наприклад, dsRNA, направлених на істотні гени 
комах-шкідників або вірусних патогенів в широкому діапазоні доз і кінетики, що призводить до 
значної зміни експресії генів. Що цікаво, dsRNA, введена відповідно до представлених варіантів 
здійснення, здатна знижувати активність істотних генів у фітопатогенні, який живиться рослиною 20 

або інфікує рослину, вирощену з обробленої насінини (наприклад, Spodoptera littoralis, Приклад 
7). Таким чином, даних результатів достатньо для того, щоб показати, що даний опис пропонує 
економічну обробку насіння рослин, щоб досягти бажаного сільськогосподарського та 
садівничого фенотипу, такого як стійкість до комах-шкідників і вірусних патогенів. 

У даному документі запропоновані композиції і способи індукування системної регуляції 25 

(наприклад, системного пригнічення або сайленсінг) гена-мішені в рослині або фітопатогенні 
шляхом застосування до насінини рослини молекули полінуклеотидного тригера з сегментом в 
нуклеотидній послідовності, який по суті ідентичний або по суті комплементарний до 
послідовності з 18 або більше суміжних нуклеотидів або в гені-мішені, або в РНК, 
транскрибованої з гена-мішені, в результаті чого композиція проникає всередину насінини 30 

рослини і індукує системну регуляцію гена-мішені в рослині, вирощеної з насінини, або в 
фітопатогені рослини, вирощеної з насінини. Молекула полінуклеотидного тригера може бути 
однією або декількома молекулами полінуклеотидів з одним таким сегментом, декількома 
такими сегментами, кількома різними такими сегментами або їх поєднанням. 

Без прив'язки до конкретної теорії, можна припустити, що заново запропонована 35 

модальність трансформації і модуляція експресії генів пов'язані з: 
(i) введенням молекули екзогенного нетранскрибованого полінуклеотидного тригера, 

наприклад, голою dsRNA, всередину насіння (на противагу простому покриттю насінини). 
Введення здійснюють шляхом замочування насіння в розчині, який включає ці молекули 
екзогенного нетранскрибованого полінуклеотидного тригера, наприклад, dsRNA, так що 40 

молекули екзогенного нетранскрибованого полінуклеотидного тригера проникають через 
оболонку насінини, або шляхом занурення, так що ці молекули екзогенного нетранскрибованого 
полінуклеотидного тригера покривають насінину і проникають через оболонку після посіву; 

(ii) ампліфікацією сигналу, що генерується молекулами екзогенного нетранскрибованого 
полінуклеотидного тригера, наприклад, dsRNA; і 45 

(iii) поширенням цього сигналу по рослині. 
Перший етап відбувається тільки один раз, під час і незабаром після початкової обробки 

насінини, тоді як другий і третій етапи відбуваються в циклі, що повторюється, поки сигнал 
сайленсінгу залишається активним у рослині. 

Без прив'язки до теорії, запропонований незв'язуючий режим дії для цього винаходу 50 

ґрунтується на кожному етапі. 
Введення молекули екзогенного нетранскрибованого полінуклеотидного тригера, наприклад, 

dsRNA, в насіння. 
Типова зріла насінина складається з зародка, одягненого в материнську оболонку насінини 

(шкірку) і рясний шар тканини ендосперму між зародком і оболонкою насінини. Ендосперм 55 

служить в якості джерела поживних речовин для зародка під час розвитку насіння, його 
проростання і виникнення паростка. 

Проростання насінини зазвичай починається з впливу води на насіння, яка вбирається 
зародком і ендоспермом. Потім ендосперм збільшується в об'ємі, причому ендосперм деяких 
видів рослин здатний виростати до декількох первинних об'ємів. Зародок, який до цієї стадії 60 
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знаходиться в стані спокою, тепер виходить зі стану спокою, і починається поділ, збільшення і 
диференціація клітин. Ендосперм живить зародок, що розвивається, до тих пір, поки останній 
достатньо не розвинеться, щоб почати фотосинтез і автотрофний ріст. 

На підставі цих відомих механізмів проростання насінини передбачаються два можливих 
режими дії для початкового етапу "введення молекул екзогенного нетранскрибованого 5 

полінуклеотидного тригера, наприклад, dsRNA, в насіння". 
Ці молекули екзогенного нетранскрибованого полінуклеотидного тригера, наприклад, 

dsRNA, надходять безпосередньо в зародок з водним розчином, який використовується для 
обробки насінини. 

Молекули екзогенного нетранскрибованого полінуклеотидного тригера, наприклад, dsRNA, 10 

входять в ендосперм як частина процесу вбирання води ендоспермом. Потім ці молекули 
живлять зародок, коли він розвивається, як частина потоку поживних речовин з ендосперму під 
час проростання і розвитку насінини. 

Грунтуючись на результатах, показаних на Фіг. 7 - 13, можна зробити висновок, що має 
місце поєднання двох варіантів. Тобто, деякі dsRNA надходять безпосередньо в зародок, і деякі 15 

утримуються в ендоспермі і живлять зародок, що розвивається, під час проростання насінини. 
Ампліфікація сигналу 
Коли молекули dsRNA надходять в зародок, вони розпізнаються і обробляються 

ферментами, подібними РНКзі III (рибонуклеаза III, далі РНКза ІІІ), такими як Dicer або Dicer-
подібні (далі DCL). Ферменти DCL процесують довгі молекули dsRNA на короткі, дволанцюгові 20 

РНК (відомі як siRNA або shRNA (короткі РНК, які утворюють шпильки)) (далі siRNA або shRNA), 
які зазвичай мають у довжину 21 - 24 нуклеотиду (нт). Один з ланцюгів siRNA зазвичай швидко 
деградує, і другий може бути включений в білкові комплекси RISC (далі РНК-індукований 
сайленсінг-комплекс або RISC), які містять білок Argonaute (AGO). Білки AGO містять домен 
PIWI для зв'язування siRNA і домен PAZ з РНАзною активністю. Потім комплекс siRNA/AGO 25 

ідентифікує молекулу мРНК (матрична рибонуклеїнова кислота, далі мРНК), яка 
комплементарна до siRNA і викликає її сайленсінг шляхом відщеплення або пригнічення 
трансляції. 

Потім siRNA вивільняється з комплексу RISC і може діяти в якості праймера для РНК-
залежної РНК-полімерази (далі РЗРП або RDRP), що є ферментом, унікальним для царства 30 

рослин, і може генерувати ампліфікацію сигналу сайленсінгу шляхом отримання нових молекул 
dsRNA (вторинна siRNA). Ці знову синтезовані dsRNA знову можуть бути процесовані як сказано 
вище, цим зберігаючи і ампліфіцуючи сигнал сайленсінгу. 

Поширення сигналу сайленсінгу 
Поширення сайленсінгу є відомим і добре зрозумілим феноменом в рослинах. Без прив'язки 35 

до конкретної теорії, можна вважати, що поширення від клітини до клітини на коротку відстань 
відбувається через плазмодесми. Вважається, що цей процес опосередковує siRNA довжиною 
21 нт, яка є продуктом ферменту DCL. Крім цього, системне поширення відбувається через 
флоему по всій рослині від джерела до стоку. 

Без прив'язки до конкретної теорії, можна припустити, що в описуваній методології 40 

поширення сигналу сайленсінгу відбувається з моменту початку сигналу сайленсінгу і його 
ампліфікації, як сказано вище. Це може включати як поширення на коротку відстань, так і 
системне поширення різними сигнальними молекулами siRNA. 

Відповідно до одного варіанту здійснення, запропонований спосіб введення молекули 
екзогенного нетранскрибованого полінуклеотидного тригера, наприклад, голою дволанцюгової 45 

РНК (dsRNA), в насінину, причому спосіб включає контакт насінини з молекулами екзогенного 
нетранскрибованого полінуклеотидного тригера, наприклад, голою dsRNA, в умовах, які 
дозволяють проникнення молекул екзогенного нетранскрибованого полінуклеотидного тригера, 
наприклад, голою dsRNA, в насіннину, тим самим вводячи dsRNA в насінину. 

Кілька варіантів здійснення, описаних у даному документі, відносяться до способу 50 

отримання рослини, що має бажаний фенотип, причому спосіб включає: a) контакт непророслої 
насінини з молекулою екзогенного нетранскрибованого полінуклеотидного тригера в умовах, які 
дозволяють такій молекулі тригера проникати в насінину, і b) пророщування згаданої насінини 
для отримання рослини, що має бажаний фенотип після появи зі згаданої насінини. У деяких 
варіантах здійснення бажаним фенотипом є стійкість до комах. У деяких варіантах здійснення 55 

бажаним фенотипом є стійкість до вірусів. 
Використовуваний в даному документі термін "тригер" або "критичний полінуклеотид" 

відноситься до молекули біологічно активного полінуклеотида, яка по суті гомологічна або 
комплементарна до полінуклеотидної послідовності гена-мішені або РНК, експресованої з гена-
мішені або його фрагмента, і її функцією є пригнічення експресії гена-мішені або отримання 60 
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фенотипу нокдауну. Тригерні полінуклеотиди зазвичай описують у зв'язку з їх "послідовністю-
мішенню". Тригерні полінуклеотиди можуть бути одноланцюговою ДНК (далі ssDNA), 
одноланцюговою РНК (далі ssRNA), дволанцюговою РНК (далі dsRNA), дволанцюговою ДНК 
(далі dsDNA) або гібридами дволанцюгових ДНК/РНК. Тригерні полінуклеотиди можуть 
включати природні нуклеотиди, модифіковані нуклеотиди, аналоги нуклеотидів або будь-яке їх 5 

поєднання. У деяких варіантах здійснення тригерний полінуклеотид може бути включений в 
більший полінуклеотид, наприклад, в молекулу pri-miRNA (пре-мікроРНК, далі pri-miRNA). У 
деяких варіантах здійснення тригерний полінуклеотид може бути процесований в малу 
інтерферуючу РНК (siRNA). 

Використовуваний в даному документі термін "послідовність-мішень" відноситься до 10 

нуклеотидної послідовності, яка знаходиться в гені або продукті гена, проти якого направлений 
тригерний полінуклеотид. У цьому контексті термін "ген" означає локалізовану ділянку геномної 
послідовності, що відповідає одиниці спадкування, яка включає регуляторні ділянки, такі як 
промотори, енхансери, нетрансльовані ділянки на 5'-кінці, інтронні ділянки, нетрансльовані 
ділянки на 3'-кінці, транскрибовані ділянки і інші функціональні ділянки послідовності, які можуть 15 

існувати як нативні гени або трансгени в геномі рослини. Залежно від обставин, термін 
"послідовність-мішень" може відноситися до повнорозмірної нуклеотидної послідовності гена 
або продукту гена, наміченого для пригнічення, або до нуклеотидної послідовності частини гена 
або продукту гена, наміченого для пригнічення. 

Використовуваний в даному документі термін "отриманий з" відноситься до певної 20 

нуклеотидної послідовності, яка може бути отримана з конкретно визначеного джерела або 
виду, хоча і необов'язково з такого певного джерела або виду. 

Використовувані в цьому документі терміни "послідовність", "нуклеотидна послідовність" або 
"полінуклеотидна послідовність" відносяться до нуклеотидної послідовності молекули ДНК, 
молекули РНК або її частини. 25 

Термін "полінуклеотид" відноситься до будь-якого полімеру мононуклеотидів, які пов'язані 
міжнуклеотидними зв'язками. Полінуклеотиди можуть бути складені з природних 
рибонуклеотидів, природних деоксирибонуклеотидів, аналогів природних нуклеотидів 
(наприклад, енантиомерний форм природніх нуклеотидів) або будь-якого їх поєднання. Якщо 
полінуклеотид одноланцюговий, його довжина може бути описана як число нуклеотидів. Якщо 30 

полінуклеотид дволанцюговий, його довжина може бути описана як число пар основ. 
Використовуваний в даному документі термін "нетранскрибований полінуклеотид" 

відноситься до полінуклеотиду, який не включає повну одиницю транскрипції полімерази II. 
Термін "експресія гена" відноситься до процесу перетворення генетичної інформації, 

закодованої в геномній ДНК, в РНК (наприклад, мРНК (матрична рибонуклеїнова кислота, далі 35 

мРНК або mRNA), рРНК (рибосомна РНК, далі рРНК або rRNA), тРНК (транспортна РНК, далі 
тРНК або tRNA) або мяРНК (малі ядерні РНК, далі мяРНК або snRNA)) через транскрипцію гена 
за допомогою ферментативної дії РНК-полімерази і в білок через трансляцію мРНК. Експресію 
гена можна регулювати на багатьох стадіях процесу. 

Використовувані в даному документі фрази "інгібування експресії гена", або "пригнічення 40 

гена", або "сайленсінг гена-мішені" і подібні їм терміни і фрази відносяться до відсутності або 
зниження, що спостерігається, рівня білка та/або продукту мРНК гена-мішені. Наслідки 
інгібування, чи пригнічення сайленсінгу можуть бути підтверджені дослідженням зовнішніх 
властивостей клітини або організму або біохімічними способами. 

Використовуваний в даному документі термін "ідентичність послідовності", "схожість 45 

послідовності" або "гомологія" використовується для вказівки ступеня схожості між двома або 
більше нуклеотидними послідовностями. Відсоток "ідентичності послідовності" між двома 
послідовностями визначається шляхом порівняння двох оптимально вирівняних послідовностей 
у вікні порівняння, так що частина послідовності у вікні порівняння може включати додавання 
або делеції (пробіли) в порівнянні з контрольною послідовністю (яка не включає додавання або 50 

делеції) для оптимального вирівнювання двох послідовностей. Цей відсоток обчислюють 
шляхом визначення числа положень, у яких ідентична нуклеїнокислотна основа або 
амінокислотний залишок присутній в обох послідовностях, щоб отримати число співпадаючих 
положень, ділення числа співпадаючих положень на сукупне число положень у вікні порівняння і 
множення результату на 100, щоб отримати відсоток ідентичності послідовності. Послідовність, 55 

яка ідентична в кожному положенні з контрольною послідовністю вважається ідентичною 
контрольної послідовністю, і навпаки. Вирівнювання двох або більше послідовностей може бути 
виконано з використанням будь-якої зручної комп'ютерної програми. Наприклад, широко 
використовуваною і прийнятою комп'ютерною програмою для вирівнювання послідовностей є 
CLUSTALW v1.6 (Томпсон та ін. (Thompson, et al.) Nucl. Acids Res., 22: 4673-4680, 1994). 60 
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Під "по суті ідентична" або "по суті комплементарна" мається на увазі, що біологічно 
активний полінуклеотидний тригер (або щонайменше один ланцюг двохланцюгового 
полінуклеотида або його частини, або частина одноланцюгового полінуклеотида) гібрідизується 
у фізіологічних умовах з ендогенним геном, транскрибованої з нього РНК або її фрагмента, щоб 
здійснити регуляцію або супресію цього ендогенного гена. Наприклад, у деяких варіантах 5 

здійснення біологічно активний полінуклеотидний тригер має 100% -у ідентичність послідовності 
або щонайменше приблизно 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 або 99% -у 
ідентичність послідовності при порівнянні з послідовністю з 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 
20, 21, 22, 23, 24, 25 , 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 
47, 48, 49, 50 , 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60 або більше суміжних нуклеотидів в гені-мішені 10 

або РНК, транскрибованої з гена-мішені. У деяких варіантах здійснення біологічно активний 
полінуклеотидний тригер має 100% -у комплементарність послідовності або щонайменше 
приблизно 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 або 99%-у 
комплементарність послідовності при порівнянні з послідовністю з 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26 , 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 15 

45, 46, 47, 48, 49, 50, 51 , 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60 або більше суміжних нуклеотидів в 
гені-мішені або РНК, транскрибованої з гена-мішені. У деяких варіантах здійснення біологічно 
активний полінуклеотидний тригер має 100%-у ідентичність чи комплементарність послідовності 
з одним алелем або одним членом сімейства даного гена-мішені (який кодує або не кодує 
послідовність гена). У деяких варіантах здійснення біологічно активний полінуклеотидний тригер 20 

має щонайменше приблизно 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 або 99%-у 
ідентичність чи комплементарність послідовності з декількома алелями або членами сімейства 
даного гена-мішені. У деяких варіантах здійснення біологічно активний полінуклеотидний тригер 
має 100%-у ідентичність чи комплементарність послідовності з декількома алелями або 
членами сімейства даного гена-мішені. 25 

Вважається, що використані в даному документі молекули нуклєїнокислотних 
послідовностей мають "повну комплементарність", коли кожний нуклеотид однієї з 
послідовностей при читанні від 5'-кінця до 3'-кінця комплементарний кожному нуклеотиду іншій 
послідовності при читанні від 3'-кінця до 5'-кінця. Нуклеотидна послідовність, яка повністю 
комплементарна контрольній нуклеотидній послідовності, матиме послідовність, ідентичну 30 

зворотному комплементу контрольної нуклеотидної послідовності. 
Гомологічні послідовності включають ортологічні і паралогічні послідовності. Термін 

"паралогічні" відноситься до ген-дуплікації в геномі виду, що призводить до паралогічних генів. 
Термін "ортологічний" відноситься до гомологічних генів в різних організмах через 
анцестральний зв'язок. 35 

Використовувані в даному документі відносно організмів терміни "екзогенний полінуклеотид" 
і "молекула екзогенної нуклеїнової кислоти" відносяться до гетерологічної нуклеїнокислотної 
послідовності, яка не виражена природним чином в такому організмі, наприклад, в рослині. 
Молекула екзогенної нуклеїнової кислоти може включати нуклеїнокислотну послідовність, яка 
ідентична або частково гомологічна ендогенній нуклеїнокислотній послідовності організму. 40 

Використовувані в даному документі терміни "ендогенний полінуклеотид" і "ендогенна 
нуклеїнова кислота" відносяться до нуклеїнокислотним послідовностей, які знаходяться в 
клітині організму. При певних аспектах ендогенна нуклеїнова кислота може бути частиною 
ядерного геному або пластидного генома. Використовувані в даному документі ендогенні 
нуклеїнові кислоти не включають нуклеїнові кислоти вірусів, паразитів або патогенів, наприклад, 45 

послідовність ендовіруса. 
Використовувана в даному документі фраза "гола dsRNA" відноситься до молекули 

нуклеїнової кислоти dsRNA, яка не може бути транскрибована в клітині рослини. Таким чином, 
гола молекула dsRNA не включена в конструкт експресії нуклеїнової кислоти, такий як вірусний 
вектор. Згідно з деякими варіантами здійснення винаходу, голу молекулу dsRNA не отримують з 50 

вірусного вектора. Відповідно до деяких варіантів здійснення, dsRNA не є продуктом природної 
патогенної або вірусної інфекції. Відповідно до деяких варіантів здійснення, гола dsRNA може 
включати регуляторні елементи для транскрипції in vitro, такі як промотор T7. Відповідно до 
деяких варіантів здійснення винаходу, гола dsRNA може бути модифікована, наприклад, хімічно 
модифікована, щоб забезпечити підвищені біологічну доступність, здатність проникати в насіння 55 

і/або термін зберігання. 
Використовуваний в даному документі термін "dsRNA" відноситься до двох ланцюгів 

антипаралельних полірибонуклеїнових кислот, утримуваних разом за рахунок спарювання 
основ. Молекула dsRNA може бути сформована внутрішньомолекулярною гібридизацією або 
міжмолекулярною гібридизацією. У деяких варіантах здійснення dsRNA може включати один 60 
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ланцюг РНК, яка самостійно гібрідизується, щоб сформувати шпилькову структуру, що має 
щонайменше частково дволанцюгову структуру, що включає щонайменше один сегмент, який 
буде гібридизуватися з РНК, транскрибованої з гена, наміченого для супресії. У деяких 
варіантах здійснення dsRNA може включати два окремих ланцюга РНК, які гібридизуються за 
допомогою комплементарного спарювання основ. Ланцюги РНК можуть бути поліаденілуваними 5 

або не поліаденілуваними; ланцюги РНК можуть бути здатні або не здатні до трансляції в 
поліпептид трансляційним механізмом клітини. Два ланцюга можуть мати однакову або різну 
довжину за умови, що між ними існує гомологія послідовностей, достатня для того, щоб 
дволанцюгова структура була сформована з комплементарністю щонайменше 80%, 90%, 95% 
або 100% по всій довжині. Відповідно до одного варіанту здійснення винаходу, у молекули 10 

dsRNA немає звисаючих кінців. Відповідно до ще одного варіанту здійснення винаходу, 
молекула dsRNA включає звисаючі кінці. Відповідно до інших варіантів здійснення, ланцюги 
вирівняні так, що існують щонайменше 1, 2 або 3 основи на кінці ланцюгів, що не вирівнюються 
(тобто, для яких немає комплементарних основ в протилежному ланцюзі), так що звисання 1, 2 
або 3 залишків має місце на одному або обох кінцях дуплексу, коли ланцюги відпалені. 15 

Як буде зрозуміло середньому фахівцю в даній області техніки, молекула dsRNA із даного 
розкриття може відноситися до будь-якого ланцюга антипаралельних нуклеїнових кислот. Як 
також буде зрозуміло середньому фахівцю в даній області техніки, молекула dsRNA даного 
розкриття включає як смисловий, так і антисмисловий ланцюг, і смисловий і антисмисловий 
ланцюг є зворотними комплементами один одного на ділянці спарювання основ. 20 

Використовувана в даному документі послідовність молекули dsRNA для регуляції наміченого 
гена-мішені запропонована в смисловій орієнтації стосовно до наміченого гену-мішені. 
Використовувана в даному документі фраза "зворотний комплемент молекули dsRNA для 
регуляції наміченого гена-мішені" відноситься до нуклеїнокислотної послідовності в 
антисмисловій орієнтації. 25 

Як сказано вище, будь-яку молекулу dsRNA можна використовувати у відповідності з даним 
розкриттям. У деяких варіантах здійснення dsRNA, використовувану в даному розкритті, 
піддають ампліфікації РНК-залежної РНК-полімеразою (RDRP). Говорячи без обмежень, dsRNA 
може бути siRNA, shRNA, pre-miRNA або pri-miRNA. 

Полінуклеотіди, ДНК, РНК, dsRNA, siRNA, shRNA, pre-miRNA, pri-miRNA або miRNA в 30 

представлених варіантах здійснення можуть бути отримані хімічним або ферментативним 
шляхом фахівцем у даній галузі техніки за допомогою реакцій, виконуваних вручну або 
автоматично, або in vivo в іншому організмі. РНК також може бути отримана шляхом часткового 
або повного органічного синтезу; будь-який модифікований рибонуклеотид може бути введений 
in vitro шляхом ферментативного або органічного синтезу. РНК може бути синтезована 35 

клітинною РНК-полімеразою або РНК-полімеразою бактеріофага (наприклад, T3, T7, SP6). 
Використання та продукція експресуючого конструкту відомі в даній області техніки (див., 
наприклад, WO 97/32016; патенти США №№ 5,593,874, 5,698,425, 5,712,135, 5,789,214 і 
5,804,693). Якщо вона синтезована хімічним шляхом або ферментативним синтезом in vitro, 
РНК може бути очищена перед введенням в насінину. Наприклад, РНК може бути очищена від 40 

суміші шляхом екстрагування розчинником або смолою, осадження, електрофорезу, 
хроматографії або їх поєднання. Альтернативно, РНК може бути використана без очищення або 
з мінімальним очищенням, щоб уникнути втрат при обробці проби. РНК може бути висушена 
для зберігання або розчинена у водному розчині. Такий розчин може містити буфери або солі, 
щоб сприяти відпалу та/або стабілізації ланцюгів дуплексу. 45 

Дане розкриття відноситься до dsRNA різної довжини, у зв'язку з чим більш коротка версія, 
тобто, коротше або рівна 50 парам основ (наприклад, 17 - 50), називається siRNA або miRNA. 
Більш довші молекули dsRNA з 51 - 600 або більше ніж 600 пар основ називаються в даному 
документі dsRNA, які можуть бути далі процесовані в молекули siRNA. 

В одному варіанті здійснення dsRNA в даній заявці має 20 - 100 пар основ, 25 - 90 пар 50 

основ, 30 - 80 пар основ, 30 - 70 пар основ, 30 - 60 пар основ або 30 - 50 пар основ. У ще 
одному варіанті здійснення dsRNA в цій заявці має приблизно 50 пар основ. У ще одному 
варіанті здійснення dsRNA включає 5'-звисаючі кінці з 1 основи, 2 основ або 3 основ на одному 
або обох кінцях. У ще одному варіанті здійснення dsRNA не включає 5'-звисаючі кінці з 1 
основи, 2 основ або 3 основ на одному або обох кінцях. У ще одному варіанті здійснення dsRNA 55 

включає 3'-звисаючі кінці з 1 основи, 2 основ або 3 основ на одному або обох кінцях. У ще 
одному варіанті здійснення, dsRNA не включає 3'-звисаючі кінці з 1 основи, 2 основ або 3 основ 
на одному або обох кінцях. 

У ще одному варіанті здійснення dsRNA в даній заявці має 100 - 1000 пар основ, 200 - 900 
пар основ, 300 - 800 пар основ, 400 - 700 пар основ, 400 - 600 пар основ або 400 - 500 пар 60 
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основ. У ще одному варіанті здійснення dsRNA в даній заявці має приблизно 450 пар основ. У 
ще одному варіанті здійснення dsRNA в даній заявці має приблизно 550 пар основ. У ще одному 
варіанті здійснення dsRNA в цій заявці має приблизно 650 пар основ. У ще одному варіанті 
здійснення dsRNA в цій заявці має приблизно 750 пар основ. У ще одному варіанті здійснення 
dsRNA в даній заявці має приблизно 850 пар основ. У ще одному варіанті здійснення dsRNA 5 

включає 5'-звисаючі кінці з 1 основи, 2 основ або 3 основ на одному або обох кінцях. У ще 
одному варіанті здійснення dsRNA не включає 5'-звисаючі кінці з 1 основи, 2 основ або 3 основ 
на одному або обох кінцях. У ще одному варіанті здійснення dsRNA включає 3'-звисаючі кінці з 1 
основи, 2 основ або 3 основ на одному або обох кінцях. У ще одному варіанті здійснення dsRNA 
не включає 3'-звисаючі кінці з 1 основи, 2 основ або 3 основ на одному або обох кінцях. 10 

В одному варіанті здійснення dsRNA в даній заявці має 15 - 500 пар основ, 15 - 450 пар 
основ, 15 - 400 пар основ, 15 - 350 пар основ, 15 - 300 пар основ, 15 - 250 пар основ, 15 - 200 
пар основ, 15 - 150 пар основ, 15 - 100 пар основ, 15 - 90 пар основ, 15 - 80 пар основ, 15 - 70 
пар основ, 15 - 60 пар основ, 15 - 50 пар основ, 15 - 40 пар основ , 15 - 35 пар основ, 15 - 30 пар 
основ або 15 - 25 пар основ. У ще одному варіанті здійснення dsRNA в даній заявці має 15 

довжину щонайменше приблизно 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 
500, 600, 800 , 900, 1000 пар основ. У ще одному варіанті здійснення dsRNA в цій заявці має 100 
- 1000 пар основ, 200 - 1000 пар основ, 300 - 1000 пар основ, 400 - 1000 пар основ, 500 - 1000 
пар основ, 600 - 1000 пар основ, 700 - 1000 пар основ, 800 - 1000 пар основ або 900 - 1000 пар 
основ. 20 

Термін "siRNA" відноситься до дуплексів малих інгібуючих РНК (зазвичай 17 - 30 пар основ, 
але також довше, наприклад, 31 - 50 пар основ), які індукують шлях РНК-інтерференції (RNAi). 
Зазвичай молекули siRNA синтезують хімічним шляхом як 21-міри з центральною дуплексною 
ділянкою із 19 пар основ і симетричними 3'-звисаючими кінцями з 2 основ на кінцях, хоча 
недавно було описано, що хімічно синтезовані дуплекси РНК довжиною 25 - 30 пар основ 25 

можуть мати 100-кратне підвищення потенції у порівнянні з 21-мірами в тому ж місці. Підвищена 
потенція, яка спостерігалася, отримана при використанні довших РНК при запуску RNAi, 
теоретично є результатом застосування ферменту Dicer з субстратом (27-міри) замість 
продукту (21-міри), і це підвищує швидкість або ефективність входження дуплексу siRNA в 
комплекс RISC. 30 

Було встановлено, що положення 3'-звисаючого кінця впливає на потенцію siRNA, і що 
асиметричні дуплекси, що мають 3'-звисаючий кінець на антисмисловому ланцюгу зазвичай 
більш сильні ніж такі з 3'-звисаючим кінцем на смисловому ланцюзі (Rose et al. , 2005). Це може 
бути віднесено на рахунок завантаження асиметричного ланцюга в RISC, оскільки при 
націлюванні на антисмисловий транскрипт спостерігаються протилежні патерни ефективності. 35 

Ланцюги дволанцюгової інтерферуючої РНК (наприклад, siRNA) можуть бути з'єднані, щоб 
сформувати структуру шпильки або стебла-петлі (наприклад, shRNA). Таким чином, згаданий 
агент сайленсінгу РНК в деяких варіантах здійснення винаходу також може бути короткою 
шпильковою РНК (shRNA). 

Термін "shRNA", використовуваний в даному документі, відноситься до РНК-агенту, що має 40 

структуру стебло-петля, що включає першу і другу ділянку комплементарної послідовності, 
причому ступінь комплементарності і орієнтація цих ділянок достатня для того, щоб між ними 
відбувалося спарювання основ, при цьому перша і друга ділянки з'єднуються петлевою 
ділянкою, де петля є результатом відсутності спарювання основ між нуклеотидами (або 
аналогами нуклеотидів) в петлевій ділянці. Число нуклеотидів в петлі становить, включно, 3 - 45 

23, або 5 - 15, або 7 - 13, або 4 - 9, або 9 - 11. Деякі з нуклеотидів в петлі можуть брати участь у 
взаємодії пар основ з іншими нуклеотидами в петлі. Приклади послідовностей олігонуклеотидів, 
які можуть бути використані для формування петлі, включають 5'-UUCAAGAGA-3 
'(Brummelkamp, TR et al. (2002) Science 296: 550) і 5'-UUUGUGUAG-3' (Castanotto, D. et al . 
(2002) RNA 8: 1454). Фахівець у даній галузі техніки зрозуміє, що одноланцюговий 50 

олігонуклеотид, що отримується, формує структуру стебла-петлі або шпильки, що включає 
дволанцюгову ділянку, здатну взаємодіяти з механізмом RNAi. 

Використовувана в даному документі фраза "мікроРНК (також згадувана як взаємозамінні 
"miRNA" або "miR") або її прекурсор" відноситься до молекули мікроРНК (miRNA), діючої як 
посттранскрипційний регулятор. Зазвичай молекулами miRNA є молекули РНК довжиною 55 

приблизно 20 - 22 нуклеотидів, які можуть бути завантажені в комплекс RISC і які направляють 
відщеплення іншої молекули РНК, причому така інша молекула РНК включає нуклеотидну 
послідовність, по суті комплементарну до нуклеотидної послідовності молекули miRNA. 

Зазвичай молекулу miRNA процесують з "pre-miRNA" або, як використовується в даному 
документі, з прекурсора молекули pre-miRNA білками, такими як білки DCL, присутнього в клітці 60 



UA   118841   C2 

22 

рослини і завантажуваного в комплекс RISC, де вона може направляти відщеплення молекул-
мішеней РНК. 

Молекули pre-miRNA зазвичай процесують з молекул pri-miRNA (первинних транскриптів). 
Одноланцюгові сегменти РНК, які фланкують pre-miRNA, важливі для процесингу pri-miRNA в 
pre-miRNA. Представляється, що сайт відщеплення визначається відстанню від стику стеблів-5 

ssRNA (одноланцюгова РНК, далі ssRNA) (Han et al. 2006, Cell 125, 887-901, 887-901). 
Використовуваний в даному документі термін "молекула pre-miRNA" відноситься до 

молекули РНК з приблизно 100 - 200 нуклеотидів, переважно приблизно 100 - 130 нуклеотидів, 
які можуть приймати вторинну структуру, що включає недосконале стебло дволанцюгової РНК і 
петлю одноланцюгової РНК, (також називається "шпилькою") і крім цього включає нуклеотидну 10 

послідовність miRNA (і послідовність її комплементу) в стеблі дволанцюгової РНК. Відповідно 
до одного специфічного варіанту здійснення, miRNA і її комплемент розташовані приблизно на 
відстані 10 - 20 нуклеотидів від вільних кінців стебла miRNA дволанцюгової РНК. Довжина і 
послідовність одноланцюгової петлевої ділянки критичними не є і можуть значно змінюватися, 
наприклад, 30 - 50 нуклеотидів по довжині. Комплементарність між miRNA і її комплементом 15 

необов'язково повинна бути досконалою, і можуть бути допустимими приблизно 1 - 3 петлі 
неспарених нуклеотидів. Вторинна структура, яка приймається молекулою РНК, може бути 
спрогнозована з використанням комп'ютерних алгоритмів, відомих у цій галузі, наприклад 
mFOLD. Конкретний ланцюг дволанцюгового стебла РНК з pre-miRNA, яка вивільняється за 
рахунок активності білка DCL і завантажується в комплекс RISC, визначається ступенем 20 

комплементарності на 5'-кінці, у зв'язку з чим ланцюг, який на її 5'-кінці найменш бере участь у 
водневих зв'язках між нуклеотидами різних ланцюгів стебла dsRNA, яку відщеплювали, 
завантажується в комплекс RISC і визначатиме специфічність послідовності деградації 
молекули-мішені РНК. Однак, якщо емпірично молекула miRNA з конкретної синтетичної 
молекули pre-miRNA не функціональна (оскільки в комплекс RISC завантажений 25 

"неправильний" ланцюг), буде відразу ж очевидно, що цю проблему можна вирішити шляхом 
заміни положення молекули miRNA і її комплементу на відповідних ланцюгах стебла dsRNA 
молекули pre-miRNA. Як відомо в даній області, зв'язування між A і U, які включають два 
водневих зв'язки, або G і U, включає два водневих зв'язки, менш сильне ніж між G і C, які 
включають три водневих зв'язки. Приклади шпилькових послідовностей представлені в 30 

Таблицях 3, 4, 6, 7, 13, 18, 26, 27, 28, 34, 35, 36 і 37, нижче. 
Молекули природної miRNA можуть міститися в їх природних молекулах pre-miRNA, але 

вони також можуть бути введені в скелети існуючих молекул pre-miRNA шляхом заміни 
нуклеотидної послідовності молекули miRNA, яка нормально процесує з такої існуючої 
молекули pre-miRNA, на нуклеотидну послідовність іншої miRNA, яка представляє інтерес. 35 

Скелет pre-miRNA також може бути повністю синтетичним. Подібно цьому, молекули 
синтетичної miRNA можуть міститися в скелетах молекул існуючої pre-miRNA або скелетах 
молекул синтетичної pre-miRNA і бути процесованими з них. Деякі скелети pre-miRNA можуть 
бути переважними ніж інші через ефективності їх правильного процесингу в намічену мікроРНК, 
особливо при експресії як химерний ген, в якому інші ділянки ДНК, такі як нетрансльовані 40 

лідерні послідовності або ділянки термінації транскрипції і поліаденілювання, включені в 
первинний транскрипт на додаток до pre-miRNA. 

Відповідно до даного розкриття, молекули dsRNA можуть бути природними або 
синтетичними. 

DsRNA може бути сумішшю довгих і коротких молекул dsRNA, таких як dsRNA, siRNA, siRNA 45 

+ dsRNA, siRNA + miRNA або бути їх комбінацією. Відповідно до одного специфічного варіанту 
здійснення, dsRNA є siRNA (100%). Відповідно до одного специфічного варіанту здійснення 
dsRNA є комбінацією siRNA + dsRNA в різних співвідношеннях. Будь-яке співвідношення 
dsRNA/siRNA можна використовувати для комбінації siRNA + dsRNA. Наприклад, 
співвідношення 1: 1 - одна dsRNA змішана з такою ж послідовністю після обробки РНКзою III. 50 

Відповідно до ще одного варіанту здійснення, співвідношення dsRNA/siRNA становить 2:1, 1,5:1, 
1,3:1, 1:0,01, 1:0,05 або 1:0,1. Відповідно до ще одного варіанту здійснення, співвідношення 
dsRNA/siRNA становить 2:1 - 1:0,1. Відповідно до одного специфічного варіанту здійснення, 
dsRNA є очищеною dsRNA (100%). Відповідно до ще одного варіанту здійснення 
співвідношення dsRNA/siRNA становить 1: 2, 1:5, 1:10, 1:20 або 1:50. Відповідно до ще одного 55 

варіанту здійснення dsRNA є очищеною siRNA (100%). 
Молекулу dsRNA можна розробити для специфічного націлювання на ген-мішень, що 

представляє інтерес. У деяких варіантах здійснення ген-мішень є істотним геном комахи-
шкідника. У деяких варіантах здійснення ген-мішень є геном вірусу. Слід розуміти, що dsRNA 
можна використовувати для зниження активності одного або декількох генів-мішеней. Якщо 60 
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намічено деяку кількість генів-мішеней, використовують гетерогенну композицію, яка включає 
деяку кількість молекул dsRNA для цієї кількості генів-мішеней. Альтернативно, згадані кілька 
молекул dsRNA окремо застосовують до насіння (але не як композицію). Відповідно до одного 
специфічного варіанту здійснення, використовують деяку кількість окремих молекул dsRNA для 
однієї мішені, які можуть бути застосовані окремо або одночасно (наприклад, в одній 5 

композиції). 
Відповідно до одного варіанту здійснення, ген-мішень є ендогенним для рослини. Зниження 

активності такого гена зазвичай важливо для додання рослині поліпшених 
сільськогосподарських, садівничих, поживних характеристик (визначення "поліпшення" або 
"збільшення" наведені нижче). Слід розуміти, що обробка за допомогою dsRNA може 10 

призводити до підвищення активності гена-мішені (яка слідує до запронованого механізму, 
представленому нижче), але таке підвищення активності може бути короткочасним. 

Відповідно до ще одного варіанту здійснення, ген-мішень є екзогенним для рослини. У 
деяких варіантах здійснення ген-мішень є геном комахи-шкідника. У деяких варіантах 
здійснення ген-мішень є геном вірусу. Також слід розуміти, що обробка за допомогою dsRNA 15 

може призводити до підвищення активності гена-мішені, ортологічного рослині. 
Кілька варіантів здійснення, описаних у даному документі, відносяться до інструкцій з 

конструювання та вибору молекул нетранскрибованого полінуклеотидного тригера, наприклад 
dsRNA, молекул для ефективного сайленсінгу РНК в фітопатогенів, які живляться рослиною або 
залежать від рослини при рості/реплікації і/або виживанні. Без прив'язки до конкретної теорії, ці 20 

молекули нетранскрибованого полінуклеотидного тригера, наприклад, dsRNA, що мають 
достатній рівень гомології з ендогенним геном рослини, дозволяють деградацію і ампліфікацію 
первинних siRNA (тих, які запущені процесингом за допомогою ферменту Dicer), щоб 
генерувати вторинні siRNA, сформовані ферментом DICER-LIKE 4 (Dicer-подібний) (DCL4). Так, 
ці молекули нетранскрибованого полінуклеотидного тригера, наприклад, dsRNA, можуть бути 25 

обрані за отриманням мінімального впливу на ріст і життєздатність рослини. У деяких варіантах 
здійснення вторинні siRNA мають достатню гомологію з геном фітопатогенна для того, щоб 
дозволити деградацію гена-мішені фітопатогена за допомогою РНК-інтерференції. У деяких 
варіантах здійснення фітопатоген, забезпечений матеріалом рослини, вирощеної з насінини, 
обробленої цими молекулами нетранскрибованого полінуклеотидного тригера, наприклад 30 

dsRNA, який описаний в даному документі, втрачає життєздатність шляхом індукування 
припинення росту або смерті. Так що молекули нетранскрибованого полінуклеотидного тригера, 
наприклад, молекули dsRNA, вважаються цінними пестицидами і можуть знаходити широке 
застосування в сільському господарстві та садівництві. 

Без прив'язки до конкретної теорії, припущено, що один режим модуляції експресії гена 35 

пов'язаний з: (i) введенням молекул нетранскрибованого полінуклеотидного тригера, 
наприклад, dsRNA, всередину насіння (на противагу простому покриттю насінини); (ii) 
ампліфікацією сигналу, створюваного шляхом введення молекули нетранскрибованого 
полінуклеотидного тригера, наприклад, dsRNA; і поширенням цього сигналу по рослині. Перший 
етап має місце тільки один раз, під час і незадовго після початкової обробки насінини, тоді як 40 

другий і третій етапи відбуваються як повторюваний цикл, поки сигнал сайленсінгу залишається 
активним у рослині. Як було сказано, введення композицій цього винаходу також може бути 
виконано для інших органів/клітин рослини (на противагу до насіння) з використанням відомих 
способів доставки, таких як бомбардування частинками, щеплення, замочування, топікальне 
застосування з передавальним агентом і т.д. Таким чином, у вищевказані етапи (i) і (ii) також 45 

включено даний режим застосування. 
Поїдання або інфікування фітопатогеном рослини, яка включає будь-яку з dsRNA, первинної 

siRNA або вторинної siRNA, які націлені на істотний ген фітопатогена, тягне за собою 
припинення росту або смерть, ніж скорочується його шкідливий вплив на рослину або продукт 
рослини. 50 

У деяких варіантах здійснення запропонований спосіб введення голої дволанцюгової РНК 
(dsRNA) в насінину, причому спосіб включає контакт насінини з голою dsRNA в умовах, які 
дозволяють проникнення нуклеїнокислотної послідовності, що має рівень гомології з геном 
фітопатогенного організму, достатній для індукування деградації цього гена цього 
фітопатогенного організму, причому ріст такого фітопатогенного організму залежить від такої 55 

рослини, і причому згадана деградація індукує припинення росту або смерть такого 
фітопатогенного організму. У деяких варіантах здійснення dsRNA націлена на ген, який містить 
погано стабілізовані ділянки між окремими фітопатогенними організмами або між 
фітопатогенним організмом і рослиною-господарем. У певних варіантах здійснення може бути 
бажаним вибрати в якості мішені ген в фітопатогенному організмі, який не має відомих 60 
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гомологів в інших організмах, таких як рослина-господар. 
У деяких варіантах здійснення молекулу нетранскрибованого полінуклеотидного тригера, 

наприклад, dsRNA, вибирають так, щоб вона мала достатню гомологію з геном рослини для 
того, щоб опосередкувати її деградацію у функції, опосередкованої РНК-інтерференцією. 

Відповідно до одного варіанту здійснення, запропонований спосіб введення голої 5 

дволанцюгової РНК (dsRNA) в насінину, причому спосіб включає контакт насінини з голою 
dsRNA в умовах, які дозволяють проникнення нуклеїнокислотної послідовності, що має: 

(i) рівень гомології з геном рослин, достатній для індукування ампліфікації вторинної siRNA-
продуктів згаданої dsRNA в клітці рослини, що включає цей ген, і причому модифікація експресії 
гена рослини згаданої dsRNA несуттєво впливає на біомасу, силу або врожайність такої 10 

рослини; і 
(ii) рівень гомології з геном фітопатогенного організму, достатній для індукування деградації 

такого гена такого фітопатогенного організму, причому ріст фітопатогенного організму залежить 
від такої рослини, і причому згадана деградація індукує припинення росту або смерть 
фітопатогенного організму. 15 

У деяких варіантах здійснення dsRNA має рівень гомології з геном рослини, достатній для 
індукування ампліфікації вторинної siRNA-продуктів згаданої dsRNA в клітині рослини, що 
включає dsRNA, і причому зміна експресії гена рослини згаданої dsRNA несуттєво впливає на 
біомасу, силу або врожайність такої рослини. Ген рослини може бути експресований в рослину 
природним шляхом (ендогенний) або бути результатом генетичної трансформації (трансгенна 20 

рослина). 
У деяких варіантах здійснення dsRNA має рівень гомології з геном рослини, який: 
(i) експресується у всіх або в більшості органів рослини, починаючи з проростання; 
(ii) є несуттєвим геном, так що зниження або підвищення його активності не впливає на 

будь-яке з біомаси, врожайності, життєвої сили рослини; та / або 25 

(iii) не пов'язаний з існуванням абіотичного або біотичного стресу. 
Може бути обраний ген рослини, що має щонайменше одну з вищенаведених 

характеристик, тобто, (i), (ii) або (iii). Альтернативно, ген рослини задовольняє двом критеріям, 
таким як (i) і (ii), (i) і (iii) або (ii) і (iii). Альтернативно, превалюють всі три критерії, тобто, (i), (ii) і 
(iii). У деяких варіантах здійснення dsRNA має рівень гомології з геном рослини, який не 30 

впливає на біомасу, врожайність і/або життєву силу рослини, коли вживаються заходи для 
вирощування рослини в оптимальних/нормальних умовах чи в умовах, які не вимагають 
функціонування гена для оптимального росту, життєвої сили, біомаси та/або врожайності. 
Використовувана в даному документі фраза "несуттєво впливає" відноситься до відсутності 
впливу в порівнянні з цією ж характеристикою в ізогенній рослині на тій же стадії розвитку і в тих 35 

же умовах росту. Альтернативно, вплив на згадану характеристику слабкий, наприклад, не 
більше ніж 10%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2% або 1%. 

Відповідно до деяких варіантів здійснення, нуклеїнокислотну послідовність молекули 
нетранскрибованого полінуклеотидного тригера, наприклад, dsRNA, вибирають так, щоб 
проявити достатню гомологію для рекрутування системи RDR6 і створити транскрипти 40 

вторинної siRNA. Такий рівень гомології зазвичай має щонайменше 80%-ву ідентичність з 
ендогенним геном рослини щонайменше на 25 послідовних парах основ. Відповідно до одного 
альтернативного варіанту здійснення, рівень гомології цієї молекули нетранскрибованого 
полінуклеотидного тригера, наприклад, dsRNA, має щонайменше 85% -у ідентичність з геном 
рослини щонайменше на 25 послідовних парах основ. Відповідно до одного альтернативного 45 

варіанту здійснення, рівень гомології цієї молекули нетранскрибованого полінуклеотидного 
тригера, наприклад, dsRNA, має щонайменше 88%-у ідентичність з геном рослини щонайменше 
на 25 послідовних парах основ. Відповідно до одного альтернативного варіанту здійснення, 
рівень гомології цієї молекули нетранскрибованого полінуклеотидного тригера, наприклад, 
dsRNA, має щонайменше 90% -у ідентичність з геном рослини щонайменше на 25 послідовних 50 

парах основ гена-мішені. Відповідно до одного альтернативного варіанту здійснення, рівень 
гомології цієї молекули нетранскрибованого полінуклеотидного тригера, наприклад, dsRNA, має 
щонайменше 92%-у ідентичність з геном рослини щонайменше на 25 послідовних парах основ. 
Відповідно до одного альтернативного варіанту здійснення, рівень гомології цієї молекули 
нетранскрибованого полінуклеотидного тригера, наприклад, dsRNA, має щонайменше 95%-у 55 

ідентичність з геном рослини щонайменше на 25 послідовних парах основ. Відповідно до одного 
альтернативного варіанту здійснення, рівень гомології цієї молекули нетранскрибованого 
полінуклеотидного тригера, наприклад, dsRNA, становить щонайменше 25 послідовних пар 
основ. 

Відповідно до деяких варіантів здійснення, молекула нетранскрибованого 60 
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полінуклеотидного тригера, наприклад, dsRNA, має щонайменше 70 пар основ або більше, 
наприклад, 70-700, 70-600, 70-500, 70-400, 70-300, 70-200, 70-100 пар основ. 

Відповідно до деяких варіантів здійснення, молекула нетранскрибованого 
полінуклеотидного тригера, наприклад, dsRNA, включає нуклеїнокислотний сегмент 
щонайменше 70 пар основ в довжину, який щонайменше на 65% ідентичний гену рослини. 5 

Відповідно до одного специфічного варіанту здійснення, нуклеїнокислотна послідовність 
включає нуклеїнокислотний сегмент щонайменше 70 пар основ в довжину, який щонайменше 
на 70% ідентичний (по всій послідовності) гену рослини. Відповідно до одного специфічного 
варіанту здійснення, нуклеїнокислотна послідовність включає нуклеїнокислотний сегмент 
щонайменше 70 пар основ в довжину, який щонайменше на 75% ідентичний (по всій 10 

послідовності) гену рослини. Відповідно до одного специфічного варіанту здійснення, 
нуклеїнокислотна послідовність включає нуклеїнокислотний сегмент щонайменше 70 пар основ 
в довжину, який щонайменше на 80% ідентичний (по всій послідовності) гену рослини. 
Відповідно до одного специфічного варіанту здійснення, нуклеїнокислотна послідовність 
включає нуклеїнокислотний сегмент щонайменше 70 пар основ в довжину, який щонайменше 15 

на 85% ідентичний (по всій послідовності) гену рослини. Відповідно до одного специфічного 
варіанту здійснення, нуклеїнокислотна послідовність включає нуклеїнокислотний сегмент 
щонайменше 70 пар основ в довжину, який щонайменше на 90% ідентичний (по всій 
послідовності) гену рослини. Відповідно до одного специфічного варіанту здійснення, 
нуклеїнокислотна послідовність включає нуклеїнокислотний сегмент щонайменше 70 пар основ 20 

в довжину, який щонайменше на 95% ідентичний (по всій послідовності) гену рослини. 
Відповідно до одного специфічного варіанту здійснення, нуклеїнокислотна послідовність 
включає нуклеїнокислотний сегмент щонайменше 70 пар основ в довжину, який на 100% 
ідентичний (по всій послідовності) гену рослини. 

У деяких варіантах здійснення нуклеїнокислотна послідовність молекули 25 

нетранскрибованого полінуклеотидного тригера, наприклад, dsRNA, включає другий 
нуклеїнокислотний сегмент щонайменше 17 пар основ в довжину (щонайменше 17 послідовних 
пар основ), який щонайменше на 85% ідентичний гену рослини. Відповідно до одного 
специфічна варіанту здійснення, нуклеїнокислотна послідовність молекули нетранскрибованого 
полінуклеотидного тригера, наприклад, dsRNA, включає другу нуклеїнокіислотний сегмент 30 

щонайменше 17 пар основ в довжину (щонайменше 17 послідовних пар основ), який 
щонайменше на 90% ідентичний гену рослини. Відповідно до одного специфічного варіанту 
здійснення, нуклеїнокислотна послідовність молекули нетранскрибованого полінуклеотидного 
тригера, наприклад, dsRNA, включає другий нуклеїнокислотний сегмент щонайменше 17 пар 
основ в довжину (щонайменше 17 послідовних пар основ), який щонайменше на 95% 35 

ідентичний гену рослини. Відповідно до одного специфічного варіанту здійснення, 
нуклеїнокислотна послідовність молекули нетранскрибованого полінуклеотидного тригера, 
наприклад, dsRNA, включає другий нуклеїнокислотний сегмент щонайменше 17 пар основ в 
довжину (щонайменше 17 послідовних пар основ), який на 100% ідентичний гену рослини. 

Відповідно до одного специфічного варіанту здійснення, перший нуклеїнокислотний сегмент 40 

і другий нуклеїнокислотний сегмент перекриваються (щонайменше на 5%, 10%, 20%, 40%, 50% 
або більше). Відповідно до одного специфічного варіанту здійснення, перекривання становить 5 
- 99%, 5 - 95%, 5 - 90%, 5 - 80%, 5 - 70%, 5 - 60%. Відповідно до одного специфічного варіанту 
здійснення, перший нуклеїнокислотний сегмент і другий нуклеїнокислотний сегмент не мають 
перекривання. 45 

У деяких варіантах здійснення нуклеїнокислотна послідовність молекули 
нетранскрибованого полінуклеотидного тригера, наприклад, dsRNA, обрана як така, що має 
рівень гомології з геном фітопатогенного організму, достатній для індукування деградації гена 
фітопатогенного організму, причому зростання фітопатогенного організму залежить від 
рослини, і причому деградація індукує припинення росту або смерть фітопатогенного організму. 50 

Таким чином, молекула нетранскрибованого полінуклеотидного тригера, наприклад, dsRNA, 
володіє щонайменше 80%, 85%, 88%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97% , 98%, 99% 
або навіть 100%-ю ідентичністю гену фітопатогена. 

У деяких варіантах здійснення молекула нетранскрибованого полінуклеотидного тригера, 
наприклад, dsRNA, може бути розроблена для специфічного гена-мішені, що становить інтерес. 55 

Слід розуміти, що молекула нетранскрибованого полінуклеотидного тригера, наприклад, 
dsRNA, може бути використана для зниження активності одного або більше генів-мішеней 
фітопатогена або рослини (в останньому випадку для підвищення ампліфікації). Якщо 
передбачено деяке число генів-мішеней, використовується гетерогенна композиція, яка 
включає деяка кількість молекул нетранскрибованого полінуклеотидного тригера, наприклад, 60 



UA   118841   C2 

26 

dsRNA, для націлювання на гени-мішені. Альтернативно, кілька молекул нетранскрибованого 
полінуклеотидного тригера, наприклад, молекул dsRNA, наносять окремо на насіння (але не як 
їх композицію). 

Зниження активності гена-мішені може бути важливим для надання підвищеної 
толерантності до біотичного стресу, який індукують фітопатогеном. Біотичний стрес може 5 

впливати на біомасу, силу або врожайність рослини, а також на толерантність до абіотичних 
стресів і ефективність використання азоту. Ген-мішень (рослина фітопатогена) може включати 
нуклеїнокислотну послідовність, яка транскрибується в мРНК, яка відповідає за властивості 
поліпептиду. 

Використовуваний в даному документі термін "ендогенний" відноситься до гену, експресія 10 

якого (мРНК або білок) відбувається в рослині. Зазвичай ендогенний ген природним шляхом 
експресується в рослині або походить з рослини. Таким чином, рослиною може бути рослина 
дикого типу. Однак рослиною також може бути генетично модифікована рослина (трансгенна). 

Використовуваний в даному документі термін "ізольований" відноситься до ізоляції від 
фізіологічного природного середовища. У випадку dsRNA - ізоляція від клітинних органел, таких 15 

як цитозоль або ядро. У випадку насінини - ізоляція від інших частин рослини, таких як плід. 
Відповідно до одного специфічного варіанту здійснення, ізольована молекула dsRNA має 
форму голої РНК. 

Зниження активності гена-мішені може бути важливо для надання поліпшеної 
характеристики, однією з або щонайменше однією з (наприклад, дві з або більше) наступних: 20 

біомаса, сила, врожайність, толерантність до абіотичних стресів, толерантність до біотичного 
стресу або підвищена ефективність використання азоту. 

Приклади генів-мішеней включають, але без обмеження, фермент, структурний білок, 
регуляторний білок рослини, ген-мішень miRNA або некодуючої РНК, такої як miRNA рослини. У 
документах WO2011067745, WO 2009125401 та WO 2012056401 представлені приклади 25 

послідовності miRNA або мішеней miRNA (наприклад, mRNA167, miRNA 156, miR164 і їх мішені 
NFY, SPL17 і NAC, відповідно), експресія яких може бути пригнічена для поліпшення 
характеристик рослини. Інші приклади генів-мішеней, які можуть бути піддані модуляції 
відповідно до даного розкриття, описані в розділі "Приклади", нижче. 

Ген-мішень може включати нуклеїнокислотну послідовність, яка транскрибується в мРНК, 30 

що відповідає за дії поліпептиду. Альтернативно, геном-мішенню може бути некодуючий ген, 
такий як miRNA або siRNA. 

Наприклад, для пригнічення експресію мРНК, яка представляє інтерес, синтез dsRNA, що 
підходить для використання з деякими варіантами здійснення винаходу, можна вибрати такий 
спосіб. По-перше, послідовність мРНК сканують, включаючи 3'-нетрансльовану ділянку і 5'-35 

нетрансльовану ділянку. 
По-друге, послідовність мРНК порівнюють з прийнятною основою геномних даних, 

використовуючи будь-яке програмне забезпечення для вирівнювання послідовності, таке як 
програмне забезпечення BLAST, доступне на сервері NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). 
Передбачені ділянки в послідовності мРНК, які показують значну гомологію з іншими кодуючими 40 

послідовностями, фільтруються. 
Відповідні послідовності-мішені вибирають як шаблон для синтезу dsRNA. Кращими є ті 

послідовності, які мають якомога меншу гомологію з іншими генами в геномі, щоб зменшити 
ефект "непотрапляння в мішень". 

В одному варіанті здійснення dsRNA може включати послідовність-мішень в інтрони, екзоні, 45 

3'-нетрансльованій ділянці, 5'-нетрансльованій ділянці, або регуляторний елемент гена-мішені, 
або їх комбінації. В одному варіанті здійснення dsRNA даної заявки може включати сайт-
мішень, що знаходиться в промоторі. 

Слід розуміти, що агент сайленсінгу РНК в деяких варіантах здійснення винаходу 
необов'язково обмежений молекулами, що містять тільки РНК, але також включає хімічно 50 

модифіковані нуклеотиди і не нуклеотиди. 
DsRNA може бути синтезована будь-яким способом, відомим в даній області техніки, 

включаючи ферментативний синтез і твердофазних синтез. Вони особливо підходять у випадку 
короткої полінуклеотидної послідовності з вищезазначеними модифікаціями або без них. 
Обладнання та реагенти для виконання твердофазного синтезу пропонуються до продажу, 55 

наприклад, компанією Applied Biosystems. Також можуть бути застосовані будь-які інші засоби 
для такого синтезу; сам синтез олігонуклеотидів знаходиться цілком у межах здібностей 
фахівця в даній області і може бути виконаний за добре випробуваною методикою, яка 
детально описана, наприклад, в наступних публікаціях: Sambrook, J. and Russell, DW (2001), 
"Molecular Cloning: A Laboratory Manual"; Ausubel, R. M. et al., Eds. (1994, 1989), "Current 60 
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Protocols in Molecular Bi-ology," Volumes I-III, John Wiley & Sons, Baltimore, Maryland; Perbal, B. 
(1988), "A Practical Guide to Molecular Cloning," John Wiley & Sons, New York; і Gait, M. J., ed. 
(1984), "Oligonucleotide Synthesis"; з використанням твердофазного реагенту, наприклад, 
ціаноетил фосфорамідиту, після чого виконують депротекцію, знесолення та очистку 
автоматизованим способом з тритилоном або ВЕРХ (високоефективна рідинна хроматографія, 5 

далі ВЕРХ або HPLC). 
Як сказано вище, голу молекулу dsRNA вводять в прямий контакт з насіниною. Насінина 

може бути від будь-якої рослини, такої як надродина Viridiplantae, що включає однодольні та 
дводольні рослини. Інші рослини перераховані в даному документі нижче. Відповідно до одного 
з варіантів здійснення винаходу, клітини рослини включають РНК-залежну РНК-полімеразну 10 

активність і РНК молекулу-мішень, щоб забезпечити ампліфікацію dsRNA. 
Термін "рослина", використовуваний в даному документі, включає цільні рослини, предків і 

потомство рослин і частини рослини, включаючи насіння, пагони, стебла, корені (включаючи 
бульби), і ізольовані клітини, тканини і органи рослини. Рослина може бути в будь-якій формі, 
включаючи суспензійні культури, зародки, меристематичні ділянки, тканину калусу, листя, 15 

гаметофіти, спорофіти, пилок і мікроспори. Слід розуміти, що рослина або її насіння можуть 
бути трансгенними. 

Використовувана в даному документі фраза "клітина рослини" відноситься до клітин рослин, 
які отримані та ізольовані з дезінтегрованою клітинної тканини рослин або культур клітин 
рослин. Клітини рослини можуть бути репродуктивними (тобто, клітинами з тканини, що прямо 20 

сприяють статевій репродукції рослини) або нерепродуктивними (тобто, клітинами з тканини, що 
не беруть участь в статевій репродукції рослини). Клітинами рослини можуть бути клітини, які 
здатні регенеруватися в цільну рослину, або клітину, які не можуть регенеруватися в цільну 
рослину, наприклад, зрілі клітини ситовидних трубок з віддаленими ядрами. 

Використовувана в даному документі фраза "культура клітин рослини" відноситься до будь-25 

якого типу нативних (природних) клітин рослин, клітинних ліній рослин та генетично 
модифікованих клітин рослин, які не асембловані для формування повної рослини, так що 
щонайменше одна біологічна структура рослини відсутня. За вибором, культура клітин рослини 
в даному аспекті даного винаходу може включати конкретний тип клітини рослини або деяке 
число різних типів клітин рослини. Слід сказати, що, за вибором, культури рослин, що мають 30 

конкретний тип клітини рослини, можуть бути спочатку отримані з деякого числа таких клітин 
рослин різних типів. 

Відповідно до деяких варіантів здійснення винаходу передбачено будь-яке комерційно або 
науково значуща рослина. Рослини, які особливо підходять для способів винаходу, включають 
всі рослини, які ставляться до надродини зелених рослин, зокрема однодольні та дводольні 35 

рослини, що включають кормові бобові рослини, декоративні рослини, харчові 
сільськогосподарські культури, дерева або чагарники, які вибираються зі списку, що включає 
Acacia spp., Acer spp., Actinidia spp., Aesculus spp., Agathis australis, Albizia amara, Alsophila 
tricolor, Andropogon spp., Arachis spp, Areca catechu, Astelia fragrans, Astragalus cicer, Baikiaea 
plurijuga, Betula spp ., Brassica spp., Bruguiera gymnorrhiza, Burkea africana, Butea frondosa, 40 

Cadaba farinosa, Calliandra spp, Camellia sinensis, Canna indica, Capsicum spp., Cassia spp., 
Centroema pubescens, Chacoomeles spp., Cinnamomum cassia, Coffea arabica, Colophospermum 
mopane, Coronillia varia, Cotoneaster serotina, Crataegus spp., Cucumis spp., Cupressus spp., 
Cyathea dealbata, Cydonia oblonga, Cryptomeria japonica, Cymbopogon spp., Cynthea dealbata, 
Cydonia oblonga, Dalbergia monetaria, Davallia divaricata, Desmodium spp., Dicksonia squarosa , 45 

Dibeteropogon amplectens, Dioclea spp, Dolichos spp., Dorycnium rectum, Echinochloa pyramidalis, 
Ehraffia spp., Eleusine coracana, Eragrestis spp., Erythrina spp., Eucalyptus spp., Euclea schimperi, 
Eulalia vi / losa, Pagopyrum spp., Feijoa sellowlana , Fragaria spp., Flemingia spp, Freycinetia 
banksli, Geranium thunbergii, GinAgo biloba, Glycine javanica, Gliricidia spp, Gossypium hirsutum, 
Grevillea spp., Guibourtia coleosperma, Hedysarum spp., Hemaffhia altissima, Heteropogon 50 

contoffus, Hordeum vulgare, Hyparrhenia rufa, Hypericum erectum, Hypeffhelia dissolute, Indigo 
incamata, Iris spp., Leptarrhena pyrolifolia, Lespediza spp., Lettuca spp., Leucaena leucocephala, 
Loudetia simplex, Lotonus bainesli, Lotus spp., Macrotyloma axillare, Malus spp., Manihot esculenta, 
Medicago saliva, Metasequoia glyptostroboides, Musa sapientum, Nicotianum spp., Onobrychis spp., 
Ornithopus spp., Oryza spp., Peltophorum africanum, Pennisetum spp., Persea gratissima, Petunia 55 

spp., Phaseolus spp., Phoenix canariensis, Phormium cookianum, Photinia spp., Picea glauca, Pinus 
spp., Pisum sativam, Podocarpus totara, Pogonarthria fleckii, Pogonaffhria squarrosa, Populus spp., 
Prosopis cineraria, Pseudotsuga menziesii, Pterolobium stellatum, Pyrus communis, Quercus spp., 
Rhaphiolepsis umbellata, Rhopalostylis sapida, Rhus natalensis, Ribes grossularia, Ribes spp., 
Robinia pseudoacacia, Rosa spp., Rubus spp., Salix spp., Schyzachyrium sanguineum, Sciadopitys 60 
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vefficillata, Sequoia sempervirens, Sequoiadendron giganteum, Sorghum bicolor, Spinacia spp., 
Sporobolus fϊmbriatus, Stiburus alopecuroides, Stylosanthos humilis, Tadehagi spp, Taxodium 
distichum, Themeda triandra, Trifolium spp., Triticum spp., Tsuga heterophylla, Vaccinium spp., Vicia 
spp., Vitis vinifera, Watsonia pyramidata, Zantedeschia aethiopica, Zea mays, амарант, артишок, 
спаржу, броколі, брюссельську капусту, капусту, моркву, цвітну капусту, селеру, листову 5 

капусту, льон, кормову капусту, сочевицю, ріпак, бамію, цибулю, картоплю, рис, сою, солому, 
цукровий буряк, цукровий очерет, томат, гарбуз, кукурудзу, пшеницю, ячмінь, жито, овес, арахіс, 
горох, сочевицю і люцерну, бавовну, ріпак, канолу, перець, соняшник, тютюн, баклажан, 
евкаліпт, будь-яке дерево, будь-яка декоративне рослина, багаторічну траву і будь-яку фуражну 
культуру. Альтернативно, водорості та інші рослини, що не відносяться до зелених, можуть бути 10 

використані в способах даного винаходу. 
Відповідно до деякого варіанту здійснення винаходу, рослина, що використовується в 

способі винаходу є сільськогосподарською культурою, включаючи, але без обмеження, бавовну, 
овочі сімейства капустяних, ріпак, кунжут, оливкове дерево, пальму, банан, пшеницю, кукурудзу, 
овес, люцерну, арахіс, соняшник, рис, овес, цукровий очерет, сою, дерноутворювальні рослини, 15 

ячмінь, жито, сорго, цикорій, салат, томат, цукіні, солодкий перець, баклажан, огірок, диню, 
кавун, боби, гібіскус, бамію, яблуко, троянду, суницю, перець чилі, часник, горох, сочевицю, 
канолу, мамс, Arabidopsis, броколі, капусту, буряк, лободу, шпинат, гарбуз, цибулю, цибулю-
порей, тютюн, картоплю, цукровий буряк, папайю, ананас, манго, Arabidopsis thaliana, а також 
рослини, використовувані в садівництві, квітникарстві або лісовому господарстві, такі як, але без 20 

обмеження, тополя, ялиця, евкаліпт, сосна, будь-яка декоративна рослина, будь-яка 
багаторічна трава і будь-яка фуражна культура, хвойні дерева, мох, водорості, а також інші 
рослини, перераховані на сайті www.nationmaster.com/encyclopedia/Plantae. 

Відповідно до одного специфічного варіанту здійснення, рослину вибирають з групи, що 
складається з кукурудзи, рису, пшениці, томату, бавовни і сорго. 25 

Відповідно до одного специфічного варіанту здійснення, насіниною є насінина без оболонки 
або свіжим насінням, яке не було піддане хімічній або фізичній обробці. 

У деяких варіантах здійснення промивку насіння здійснюють протягом від 30 хвилин до 4 
годин. Інші приклади часу промивки становлять від 1 хвилини до 10 хвилин, від 10 хвилин до 30 
хвилин. Відповідно до деяких варіантів здійснення, промивка насіння може тривати всього 5, 10, 30 

20, 30, 45 або 60 секунд. Розчин для промивання може включати слабкий детергент, такий як 
Tween-20. Концентрація детергенту може становити 0,01 - 0,2% або 0,2 - 1%. Відповідно до ще 
одного варіанту здійснення, концентрація детергенту може становити приблизно 0,001%, 
0,005%, 0,01%, 0,05%, 0,1%, 0,5%, 1% або вище. 

Насінина може піддаватись праймінгу або промиванню перед контактом з dsRNA. 35 

Використовуваний в даному документі термін "праймінг" відноситься до управління рівнем 
гідратації насіння, щоб могла проходити метаболічна активність, необхідна для проростання, 
але запобігалась поява зародкових корінців. Різні види фізіологічної активності в насінині 
відбуваються при різних рівнях вологості (Leopold and Vertucci, 1989; Taylor, 1997). Останньою 
фізіологічною активністю в процесі проростання є поява зародкових корінців. Ініціація появи 40 

зародкових корінців вимагає високого вмісту води в насінині. При обмеженні вміту води в 
насінині всі метаболічні етапи, необхідні для проростання, можуть відбуватися без незворотньої 
дії появи зародкових корінців. Перед появою зародкових корінців насінина вважається такою, 
що переживає зневоднення, так що вміст вологи в замоченій в праймінговому розчині насінині 
може бути знижено за допомогою сушіння. Після сушіння замочене у праймінговому розчині 45 

насіння може зберігатися до часу посіву. 
У комерційних цілях використовуються різні способи праймінгу. Здається, що найбільші 

наслідки серед них мають рідинний або осмотичний праймінг і праймінг у твердій матриці (Khan 
et al., 1991). 

Відповідно до одного з варіантів здійснення винаходу, праймінг здійснюють в присутності 50 

солі, хелатного агента, поліетиленгліколю або їх комбінації (наприклад, хелатного агента і солі). 
Альтернативно, праймінг здійснюють у присутності води, такої як деіонізована вода або двічі 

деіонізована вода. Відповідно до одного специфічного варіанту здійснення, праймінг 
здійснюють у присутності 100% двічі деіонізованої води. 

Зазвичай використовують кілька типів праймінгу насінини: 55 

осмопраймінг (осмо-кондиціювання) - стандартний спосіб праймінгу. Насіння інкубують в 
добре аераційних розчинах з низьким потенціалом води і після цього промивають і сушать. 
Низький потенціал води для таких розчинів може бути досягнутий шляхом додавання таких 
осмотиків як манітол, поліетиленгліколь (ПЕГ) або солі, такі як KCl; 

гідропраймінг (праймінг в барабані) - здійснюється шляхом непреривного або послідовного 60 
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додавання обмеженого об'єму води до насіння. Для цієї мети використовують барабан, і воду 
можна подавати вологим повітрям. "Замочування на фермі" є дешевим і відповідним способом, 
який здійснюють шляхом інкубації насіння (злакових, бобових) протягом обмеженого часу в 
теплій воді; 

матричний праймінг (матричне кондиціювання) - це інкубація насіння у твердій нерозчинній 5 

матриці (вермикуліт, діатомова земля, зшиті полімери з високою здатністю абсорбувати воду) з 
обмеженим об'ємом води. Цей спосіб забезпечує повільне вбирання. 

Попередньо пророщене насіння - цей спосіб можливий тільки для небагатьох видів. На 
противагу нормальному праймінгу насінню дають можливість випустити зародкові корінці. Після 
цього застосовують сортування за специфічними стадіями, обробку, яка повторно індукує 10 

толерантність до зневоднення, і сушіння. Використання попередньо пророщеного насіння 
дозволяє отримати швидкий і рівномірний розвиток розсади. 

Так, відповідно до одного варіанту здійснення, насіння замочують в праймінговому розчині. 
Слід сказати, що насіння можна обробляти водою (двічі дистильованою) перед контактом з 

dsRNA без здійснення праймінгу. Наприклад, обробка водою протягом короткого часу 15 

(наприклад, від 30 секунд до 1години, від 30 секунд до 0,5 години, від 30 секунд до 10 хвилин, 
від 30 секунд до 5 хвилин або від 45 секунд до 5 хвилин). Відповідно до деяких варіантів 
здійснення, обробка водою може тривати всього 5, 10, 20 або 30 секунд. 

Слід розуміти, що молекула нетранскрибованого полінуклеотидного тригера, наприклад, 
dsRNA, може міститися у воді (наприклад, водопровідній, дистильованій або двічі 20 

дистильованій), тобто, що не містить солей у вищезгаданій ефективній концентрації для 
праймінгу, хелатних агентів, поліетиленгліколю або їх комбінацій ( наприклад, хелатний агент і 
сіль). У деяких варіантах здійснення молекулу нетранскрибованого полінуклеотидного тригера, 
наприклад, dsRNA, вводять в насінину в буферному розчині, такому як ЕДТА. 

У деяких варіантах здійснення насіння не замочують у праймінговому розчині. 25 

Необмежений спосіб введення dsRNA в насінину представлений у Прикладі 1, який 
вважається невід'ємною частиною даного опису винаходу. 

Температура на етапах промивання/праймінгу та сушіння може бути однаковою або різною. 
Відповідно до одного варіанту здійснення, промивку/праймінг здійснюють при 4 - 28 ºC. 
Відповідно до одного варіанту здійснення, розчин для промивки/праймінгу або розчин, що 30 

містить dsRNA, позбавлений твердого носія. 
Відповідно до одного варіанту здійснення, розчин для промивки/праймінгу або розчин, що 

містить dsRNA, позбавлений передавального агента, такого як ПАР (поверхнево-активні 
речовини, далі ПАР) або сіль. 

Відповідно до ще одного варіанту здійснення винаходу, насіння, що піддавалось контакту з 35 

молекулою dsRNA, промивають, щоб видалити агенти, які впливали на насіння, такі як 
пестицид, фунгіцид, інсектицид, добриво, покриваючий засіб й фарбуючий засіб. 

Так, відповідно до одного варіанту здійснення, насіння (перед обробкою за допомогою 
dsRNA) по суті вільне (тобто, не включає ефективні кількості) від пестициду, фунгіциду, 
інсектициду, добрива, покриваючого засобу й фарбуючого засобу. 40 

Потім насіння піддають сушінню. У деяких варіантах здійснення сушіння не є обов'язковим. 
Відповідно до одного варіанту здійснення, сушіння здійснюють при 20 - 37 ºC, +20 - +30 ºC, 

+22 - +37 ºC, +15 - +22 ºC або 20 - 25 ºC протягом 10 - 20 годин, 10 - 16 годин або навіть 2 – 5 
годин. 

При розрахунку концентрації dsRNA в розчині для контакту слід враховувати різні чинники. 45 

Вони залежать щонайменше від одного з розміру насінини, маси насінини, об'єму насінини, 
площі поверхні насінини, щільності насінини і проникності насінини. 

Наприклад, що стосується розміру, маси, об'єму і площі поверхні насінини, за оцінками 
насіння кукурудзи вимагають більш тривалої обробки ніж насіння Arabidopsis і томата. Що 
стосується проникності і щільності, по оцінкам насіння пшениці вимагають більш тривалої 50 

обробки при більш високих концентраціях ніж насіння томата. 
Приклади концентрації dsRNA в розчині для обробки включають, але без обмеження, 0,01 - 

0,3 мкг/мкл, 0,01 - 0,15 мкг/мкл, 0,04 - 0,15 мкг/мкл, 0,1 - 100 мкг/мкл; 0,1 - 50 мкг/мкл, 0,1 - 10 
мкг/мкл, 0,1 - 5 мкг/мкл, 0,1 - 1 мкг/мкл, 0,1 - 0,5 мкг/мкл, 0,15 - 0,5 мкг/мкл, 0,1 - 0,3 мкг/мкл, 0,01 
- 0,1 мкг/мкл, 0,01 - 0,05 мкг/мкл, 0,02 - 0,04 мкг/мкл, 0,001 - 0,02 мкг/мкл. Відповідно до одного 55 

специфічного варіанту здійснення, концентрація dsRNA в розчині для обробки складає 0,01 - 
0,15 або 0,04 - 0,15 мкг/мкл. 

В одному варіанті здійснення концентрація dsRNA в розчині для обробки становить 0,01 - 
0,3 мкг/мл, 0,01 - 0,15 мкг/мл, 0,04 - 0,15 мкг/мл, 0,1 - 100 мкг/мл; 0,1 - 50 мкг/мл, 0,1 - 10 мкг/мл, 
0,1 - 5 мкг/мл, 0,1 - 1 мкг/мл, 0,1 - 0,5 мкг/мл, 0,15 - 0,5 мкг/мл, 0,1 - 0,3 мкг/мл, 0,01 - 0,1 мкг/мл, 60 
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0,01 - 0,05 мкг/мл, 0,02 - 0,04 мкг/мл або 0,001 - 0,02 мкг/мл. 
У ще одному варіанті здійснення, концентрація dsRNA в розчині для обробки складає 

приблизно 5 - 10 мкг/мл, 10 - 15 мкг/мл, 15 - 20 мкг/мл, 20 - 25 мкг/мл; 25 - 30 мкг/мл, 30 - 35 
мкг/мл, 35 - 40 мкг/мл, 40 - 45 мкг/мл, 45 - 50 мкг/мл, 50 - 55 мкг/мл, 55 - 60 мкг/мл, 60 - 65 
мкг/мл, 65 - 70 мкг/мл, 70 - 75 мкг/мл, 75 - 80 мкг/мл, 80 - 85 мкг/мл, 85 - 90 мкг/мл, 90 - 95 5 

мкг/мл, 95 - 100 мкг/мл, 100 - 105 мкг/мл, 105 - 110 мкг/мл, 110 - 115 мкг/мл, 115 - 120 мкг/мл, 120 
- 125 мкг/мл; 125 - 130 мкг/мл, 130 - 135 мкг/мл, 135 - 140 мкг/мл, 140 - 145 мкг/мл, 145 - 150 
мкг/мл, 150 - 155 мкг/мл, 155 - 160 мкг/мл, 160 - 165 мкг/мл, 165 - 170 мкг/мл, 170 - 175 мкг/мл, 
175 - 180 мкг/мл, 180 - 185 мкг/мл, 185 - 190 мкг/мл, 190 - 195 мкг/мл, 195 - 200 мкг/мл, 200 - 210 
мкг/мл, 210 - 220 мкг/мл, 220 - 230 мкг/мл, 230 - 240 мкг/мл, 240 - 250 мкг/мл, 250 - 260 мкг/мл, 10 

260 - 270 мкг/мл, 270 - 280 мкг/мл, 280 - 290 мкг/мл, 290 - 300 мкг/мл, 300 - 310 мкг/мл, 310 - 320 
мкг/мл, 320 - 330 мкг/мл, 330 - 340 мкг/мл, 340 - 350 мкг/мл, 350 - 360 мкг/мл, 360 - 370 мкг/мл, 
370 - 380 мкг/мл, 380 - 390 мкг/мл, 390 - 400 мкг/мл, 400 - 410 мкг/мл, 410 - 420 мкг/мл, 420 - 430 
мкг/мл, 430 - 440 мкг/мл, 440 - 450 мкг/мл, 450 - 460 мкг/мл, 460 - 470 мкг/мл, 470 - 480 мкг/мл , 
480 - 490 мкг/мл або приблизно 490 - 500 мкг/мл. 15 

У ще одному варіанті здійснення концентрація dsRNA в розчині для обробки складає 0,0001 
- 3 мкг/мкл, 0,0001 - 2,5 мкг/мкл, 0,0001 - 2 мкг/мкл, 0, 0001 - 1,5 мкг/мкл, 0,0001 - 1 мкг/мкл, 
0,0001 - 0,9 мкг/мкл, 0,0001 - 0,8 мкг/мкл, 0,0001 - 0,7 мкг/мкл, 0,0001 - 0 , 6 мкг/мкл, 0,0001 - 0,5 
мкг/мкл, 0,0001 - 0,4 мкг/мкл, 0,0001 - 0,3 мкг/мкл, 0,0001 - 0,2 мкг/мкл, 0,0001 - 0,1 мкг/мкл, 
0,0001 - 0,05 мкг/мкл, 0,0001 - 0,02 мкг/мкл, 0,0001 - 0,01 мкг/мкл, 0,0001 - 0,005 мкг/мкл, 0,0001 - 20 

0,001 мкг/мкл або 0,0001 - 0,0005 мкг/мкл. 
У ще одному варіанті здійснення концентрація dsRNA в розчині для обробки складає 0,0001 

- 3 мкг/мкл, 0,0005 - 3 мкг/мкл, 0,001 - 3 мкг/мкл, 0,005 - 3 мкг/мкл, 0,01 - 3 мкг/мкл, 0,05 - 3 
мкг/мкл, 0,1 - 3 мкг/мкл, 0,2 - 3 мкг/мкл, 0,3 - 3 мкг/мкл, 0,4 - 3 мкг/мкл, 0, 5 - 3 мкг/мкл, 0,6 - 3 
мкг/мкл, 0,7 - 3 мкг/мкл, 0,8 - 3 мкг/мкл, 0,9 - 3 мкг/мкл, 1 - 3 мкг/мкл або 2 - 3 мкг/мкл. 25 

У ще одному варіанті здійснення концентрація dsRNA в розчині для обробки складає 0,0001 
- 3 мкг/мкл, 0,0005 - 2,5 мкг/мкл, 0,001 - 2 мкг/мкл, 0,005 - 1,5 мкг/мкл, 0, 01 - 1 мкг/мкл, 0,05 - 0,5 
мкг/мкл, 0,1 - 0,4 мкг/мкл або 0,2 - 0,3 мкг/мкл. 

Відповідно до одного специфічного варіанту здійснення контакт з dsRNA здійснюють у 
присутності хелатного агента, такого як ЕДТА, або 30 

іншого хелатного агента, такого як ДТПА (діетилентріамінпентаоцтова кислота, далі ДТПА 
або DTPA) (0,01 - 0,1 мМ). 

У деяких варіантах здійснення розчин для обробки може включати агент перенесення, такий 
як ПАР або сіль. Приклади таких агентів переносу включають, але без обмеження, солі, такі як 
натрієві або літієві солі жирних кислот (таких як жир, або талеві аміни, або фосфоліпіди, 35 

ліпофектамін або ліпофектін (1 - 20 нМ або 0,1 - 1 нМ) ) і кремнійорганічні ПАР. Інші відповідні 
ПАР включають кремнійорганічні ПАР, включаючи неіонні кремнійорганічні ПАР, наприклад, 
ПАР на основі трісилоксан етоксілату, або сополімер кремнію і поліефіру, такий як сополімер 
гептаметилтрісилоксана, модифікованого поліалкіленом, і метиловий ефір алілоксі 
поліпропіленгліколю (продається під товарним знаком SilwetTM L-77 і має номер CAS 27306-78-40 

1 і номер EPA CAL.REG.NO. 5905-50073-AA, в даний час пропонується компанією Momentive 
Performance Materials, Олбані, Нью-Йорк). 

У деяких варіантах здійснення розчин для обробки може включати фізичний агент. 
Приклади фізичних агентів включають: (a) абразиви, такі як карборунд, корунд, пісок, кальцит, 
пемза, гранат і т.д., (b) наночастинки, такі як вуглецеві нанотрубки, і (c) фізичну силу. Вуглецеві 45 

нанотрубки розкриті Камом та ін. (Kam et al.) (2004) J. Am. Chem. Soc., 126 (22): 6850-6851, Лю 
та ін. (Liu et al.) (2009) Nano Lett., 9 (3): 1007-1010, і Ходаковською та ін. (Khodakovskaya et al. ) 
(2009) ACS Nano, 3 (10): 3221-3227. Агенти фізичної сили можуть включати нагрівання, 
охолодження, застосування позитивного тиску або ультразвукову обробку. Агенти для 
лабораторного кондиціонування рослини для проникнення полінуклеотидів включають, 50 

наприклад, застосування хімічного агента, ферментативну обробку, нагрів або охолодження, 
обробку позитивним чи негативним тиском, ультразвукову обробку. Агенти для кондиціонування 
рослин в полі включають хімічні агенти, такі як ПАР і солі. 

Контакт насіння з dsRNA може бути здійснений будь-яким способом, відомим в даній області 
техніки, якщо ефективна кількість dsRNA потрапляє в насіння. Приклади включають, але без 55 

обмеження, просочування, розпилення або покриття порошком, емульсією, суспензією або 
розчином; також, молекули полінуклеотида наносять на рослину будь-яким відомим способом, 
наприклад, розпиленням або обтиранням розчином, емульсією або суспензією. 

Використовуваний в даному документі термін "ефективна кількість" відноситься до кількості 
dsRNA, якого достатньо для зниження активності гена-мішені щонайменше на 20%, 30%, 40%, 60 
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50% або більше, наприклад, на 60%, 70%, 80 %, 90% або навіть на 100%. Ефективна кількість 
може бути результатом формування ампліфікації в рослині або фітопатогені. 

Відповідно до одного специфічного варіанту здійснення контакт може бути здійснений 
шляхом просочування (тобто інокуляції), так що збовтування насіння з розчином для обробки 
може поліпшити проникнення і просочування і, тому, скоротити час обробки. Збовтування 5 

зазвичай виконують при 50 - 150 об/хв і залежно від об'єму розчину для обробки. Збовтування 
може здійснюватися протягом 4 - 24 годин (1 – 4 годин, 10 хвилин – 1 година або 30 секунд - 10 
хвилин). Дана заявка також передбачає короткий час інкубації, такий як до 10 хвилин. Приклади 
включають, але без обмеження, 30 секунд - 7 хвилин, 30 секунд - 5 хвилин, 30 секунд - 3 
хвилини, 30 секунд - 2 хвилини, 30 секунд - 1 хвилина, 1 хвилина - 10 хвилин або 1 хвилина - 5 10 

хвилин. 
В одному варіанті здійснення час інкубації може становити 1 - 60, 2 - 60, 5 - 60, 10 - 60, 20 - 

60, 30 - 60, 40 - 60, 50 - 60, 1 - 50, 1 - 40, 1 - 30, 1 - 20, 1 - 10, 1 - 5, 5 - 50, 10 - 40 і 20 - 30 секунд. 
У ще одному варіанті здійснення, час інкубації може становити 1 - 60, 2 - 60, 5 - 60, 10 - 60, 

20 - 60, 30 - 60, 40 - 60, 50 - 60, 1 - 50, 1 - 40, 1 - 30, 1 - 20, 1 - 10, 1 - 5, 5 - 50, 10 - 40 і 20 - 30 15 

хвилин. 
У межах обсягу представлених варіантів здійснення також розглядається занурення. Так, 

насіння занурюють у розчин dsRNA на кілька секунд, наприклад, 1 - 10 секунд, 1 - 5 секунд, 1 - 3 
секунди або 1 - 2 секунди. Протягом цього періоду dsRNA може вбратися в поверхню насінини. 
Ввібрана dsRNA, яка покриває насінину, може проникати в насіння або розсаду під час 20 

проростання. Інкубацію проводять у темряві при 4 - 28 °C або 15 - 22 °C (наприклад, при 8 - 
15 °C, 4 - 8 °C, 22 - 28 °C). 

В одному варіанті здійснення час занурення може становити 1 - 60, 2 і 60, 5 і 60, 10 і 60, 20 і 
60, 30 і 60, 40 і 60, 50 і 60, 1 і 50, 1 і 40, 1 і 30, 1 і 20, 1 і 10, 1 і 5, 5 і 50, 10 і 40, і 20 і 30 хвилин. 

В одному варіанті здійснення, час занурення може становити 1 - 60, 2 - 60, 5 - 60, 10 - 60, 20 25 

- 60, 30 - 60, 40 - 60, 50 - 60, 1 - 50, 1 - 40, 1 - 30, 1 - 20, 1 - 10, 1 - 5, 5 - 50, 10 - 40 і 20 - 30 секунд. 
Відповідно до одного специфічного варіанту здійснення, контакт відбувається перед 

порушенням стану спокою насінини і появою зародка. 
Після контакту, переважно перед порушенням стану спокою насінини і появою зародка, 

насіння може бути піддане обробці (наприклад, покриттю) вищевказаними агентами (наприклад, 30 

пестицидом, фунгіцидом і т.д.). 
Контакт здійснюють так, що dsRNA надходить у зародок, ендосперм, оболонку або 

комбінацію з цих трьох органів. 
Після контакту з розчином для обробки насіння може бути піддане сушінню протягом до 30 

годин при 25 - 37 °C. Наприклад, насіння може сушитися протягом 16 годин при 30 °C. 35 

Відповідно до одного специфічного варіанту здійснення, насінина (наприклад, ізольована 
насінина) включає екзогенну голу dsRNA, і причому щонайменше 10 або 20 молекул dsRNA 
знаходяться в ендоспермі ізольованої насінини. 

Використовуваний в даному документі термін "ізольований" ставиться до відділення від 
природного фізіологічного середовища. У випадку насінини - ізольована насінина відокремлена 40 

від інших частин рослини. У випадку молекули нуклеїнової кислоти (наприклад, dsRNA) - вона 
відокремлена від цитоплазми. 

Відповідно до одного специфічного варіанту здійснення, dsRNA не експресується з генома 
рослини, тому вона не є невід'ємною частиною генома. 

Відповідно до одного специфічного варіанту здійснення, запропонована ізольована 45 

насінина, що включає екзогенну dsRNA, присутню в подібній концентрації (наприклад, 
приблизно 1:1, 2:1 або 1:2) в зародку і ендоспермі насінини. Передбачається, що пряме 
введення голої dsRNA в насінину призводить до підвищення концентрації dsRNA в ендоспермі в 
порівнянні з тією, що спостерігається, коли dsRNA експресується з експресуючого конструкту 
нуклеїнової кислоти. 50 

Відповідно до одного специфічного варіанту здійснення, запропонована ізольована 
насінина, що включає екзогенну dsRNA, просторово розподілену у зародку і ендоспермі 
насінини рослини так, що просторовий розподіл відрізняється від просторового розподілу 
екзогенної dsRNA в насінині, отриманій від трансгенної рослини, яка рекомбінантно експресує 
таку екзогенну dsRNA. 55 

Способи вимірювання локалізації молекул РНК в насінині добре відомі в даній галузі техніки. 
Одним прикладом є використання siGlo, що описано в розділі "Приклади". 

Відповідно до альтернативного або додаткового варіанту здійснення, запропонована 
ізольована насінина, що включає екзогенну dsRNA, причому співвідношення концентрацій 
екзогенної dsRNA з дозріваючої з неї siRNA вище у насінині в порівнянні з трансгенною 60 
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насіниною, рекомбінантно експресуючим таку екзогенну dsRNA. 
Використовуваний в даному документі термін "вище, більше" означає, щонайменше, 

приблизно 3%, 5%, 7%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% або навіть кілька 
разів. 

Відповідно до альтернативного або додаткового варіанту здійснення, запропонована 5 

ізольована насінина, що включає екзогенну dsRNA, причому насінина рослини позбавлена 
гетерологічного промотора для стимуляції експресії такої екзогенної dsRNA, і причому 
просторовий розподіл такої екзогенної dsRNA та/або дозріваючої з неї siRNA змінено в насінині 
в порівнянні з просторовим розподілом в трансгенній насінині, що рекомбінантно експресує цю 
екзогенну dsRNA. 10 

Термін "рекомбінантно експресуючий" відноситься до експресії з конструкту нуклеїнової 
кислоти. 

Відповідно до ще одного варіанту здійснення, запропонована насінина рослини, яка може 
бути отримана (або вже отримана) будь-яким із способів, описаних у даному документі. 

Способи визначення успішного введення dsRNA включають, але без обмежень, ЗТ-ПЛР 15 

(наприклад, кількісне визначення рівня гена-мішені або голої dsRNA), фенотипічний аналіз на 
біомасу, силу, врожайність і толерантність до стресу, архітектуру коренів, розміри листя, розмір 
і масу зерна, вміст олії, целюлози, а також способи біології клітини. 

Відповідно до деяких варіантів здійснення, спостерігається зміна рівня експресії ортолога 
рослини гена комахи-шкідника, на який націлена обробка насінини, описана в даному документі. 20 

Дивіться, наприклад, Приклади 45 і 46 з розділу "Приклади", нижче. 
Насіння може зберігатися протягом 1 доби - кількох місяців перед посадкою (наприклад, при 

4 - 10 °C). 
Отримана насінина може бути пророщена в темряві, щоб отримати рослину. 
Таким чином, запропонована рослина або частина рослини, що включає екзогенну голу 25 

dsRNA і позбавлена гетерологічного промотора для стимуляції експресії dsRNA в рослині. 
Використовувана в даному документі фраза "позбавлений гетерологічного промотора для 

стимуляції експресії dsRNA" означає, що рослина або клітина рослини не включає діючу в cis-
положенні регуляторну послідовність (наприклад, гетерологічну), яка транскрибує dsRNA в 
рослині. Використовуваний в даному документі термін "гетерологічний" означає екзо- генний, 30 

такий, що не зустрічається в природному стані в нативній клітині рослини (за положенням 
інтеграції або такий, що знаходиться в штучному стані в клітині рослини). Таким чином, 
ізольоване насіння при відсутності послідовності гетерологічного промотора для стимуляції 
експресії dsRNA в рослині включає гомогенну (перед ампліфікацією) або гетерогенну (вторинні 
siRNA, після ампліфікації) популяцію нетранскрибованої dsRNA рослини. 35 

Справжній спосіб може бути використаний для модуляції експресії гена, наприклад, в 
рослині, причому спосіб включає: 

(a) контакт насінини рослини з голою dsRNA в умовах, які дозволяють проникнення dsRNA в 
насінину, тим самим вводячи dsRNA в насінину; і, за вибором, 

(b) генерацію насінини рослини. 40 

При використанні для зниження активності гена рослини голу dsRNA конструюють з 
бажаною специфічністю, використовуючи засоби біоінформатики, які добре відомі в даній 
області техніки (наприклад, BLAST). 

Цей спосіб може бути використаний у різних умовах застосування, починаючи з 
фундаментальних досліджень, наприклад, з оцінки функції гена і закінчуючи отриманням рослин 45 

зі зміненими характеристиками, які є цінними для комерційного використання. 
Такі рослини можуть мати характеристики, вигідні для сільського господарства, включаючи 

змінену морфологію, змінене цвітіння, змінену толерантність до стресу (тобто, біотичного та/або 
абіотичного), змінену біомасу, силу і/або врожайність і т.д. 

Фраза "абіотичний стрес", використовувана в даному документі, відно-сится до будь-якого 50 

несприятливого впливу на метаболізм, ріст, життєдіяльність та/або репродукцію рослини. 
Абіотичний стрес може бути індукований будь-яким з недостатньо оптимальних умов для росту 
в навколишньому середовищі, наприклад, дефіцитом води або посухою, повінню, заморозками, 
низькою або високою температурою, сильними вітрами, забрудненістю важкими металами, 
анаеробіозом, високими або низькими рівнями поживних речовин (наприклад, недоліком 55 

живильних речовин), високими або низькими рівнями вмісту солі (наприклад, засоленістю), 
забрудненням атмосфери, високою або низькою інтенсивністю світла (наприклад, недоліком 
освітлення) або УФ-випромінюванням. Абіотичний стрес може мати короткостроковий ефект 
(наприклад, гострий ефект, наприклад, який триває приблизно тиждень) або, альтернативно, 
може бути неминаючим (наприклад, хронічний ефект, наприклад, що триває, наприклад, 10 діб 60 
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або більше). Даний винахід передбачає ситуації, в яких існує одна умова абіотичного стресу, 
або, альтернативно, ситуації, в яких мають місце два і більше абіотичних стресів. 

Відповідно до одного з варіантів здійснення, абіотичний стрес відноситься до засоленості. 
Відповідно до одного з варіантів здійснення, абітичний стрес відно-сится до посухи. 
Відповідно до одного з варіантів здійснення, абіотичний стрес відно-сится до 5 

температурного стресу. 
Використовувана в даному документі фраза "толерантність до абіотичного стресу" 

відноситься до здатності рослини переносити абіотичний стрес без ознак істотного 
фізіологічного або фізичного пошкодження (наприклад, зміна у метаболізмі, рості, 
життєздатності та/або здатності до репродукції рослини). 10 

Використовувана в даному документі фраза "ефективність використання азоту (далі ЕВА)" 
означає міру виробництва сільськогосподарської культури на одиницю внесеного азотного 
добрива. Ефективність використання добрива (далі ЕВД) є мірою ЕВА. Виробництво 
сільськогосподарської культури може бути виміряне по біомасі, силі або врожайності. 
Ефективність використання азоту для рослини зазвичай є результатом зміни щонайменше 15 

одного з поглинання, розповсюдження, абсорбуючій здатності, накопичення, переміщення (в 
рослині) і використання азоту, абсорбованного рослиною. Підвищена ЕВА співвідноситься з 
такою у нетрансгенній рослині (тобто, за відсутності трансгена трансгенної рослини) того ж 
виду, на тій же стадії розвитку і вирощеного в тих же умовах. 

Використовувана в даному документі фраза "умови, що обмежують постачання азотом" 20 

відноситься до умов росту, які включають рівень (наприклад, концентрацію) застосованого 
азоту (наприклад, амонію чи нітрату), який нижче рівня, необхідного для оптимального 
метаболізму, росту, репродукції та/або життєздатності рослини. 

Використовуваний в даному документі термін/фраза "біомаса", "біомаса рослини" або 
"рослинна біомаса" відноситься до кількості (наприклад, що вимірюється в грамах тканини 25 

повітряного сушіння) тканини, отриманої від рослини за сезон вирощування. Збільшення в 
рослинній біомасі може відбуватися у всій рослині або її частинах, таких як надземні 
(наприклад, що збираються як врожай) частини, вегетативна біомаса, коріння та/або насіння 
або їх вміст (наприклад, масло, крохмаль і т.д.). 

Використовуваний в даному документі термін/фраза "сила", "сила рослини" або "рослинна 30 

сила" відноситься до кількості (наприклад, визначеною за масою) тканини, виробленої 
рослиною за певний період часу. Підвищена сила може визначати врожайність рослини, або 
врожайність на одиницю часу вирощування або одиницю площі вирощування або впливати на 
неї. Крім цього, рання сила (наприклад, насінини та/або розсади) призводить до поліпшення 
врожаю на корені. 35 

Використовуваний в даному документі термін/фраза "врожайність", "врожайність рослини" 
або "рослинна врожайність" відноситься до об'єму (наприклад, визначеним за масою або 
розміром) або кількості (наприклад, численному) тканин або органів, продукованих на одну 
рослину або за один сезон вирощування. Підвищена врожайність рослини впливає на 
економічну вигоду, яку можна отримати від рослини в певній галузі вирощування та/або за 40 

певний час вирощування. 
Відповідно до одного варіанту здійснення, врожайність вимірюють за вмістом целюлози, 

вмісту масла, вмісту крохмалю тощо. 
Відповідно до ще одного ваіранту здійснення, врожайність вимірюють за вмістом масла. 
Відповідно до ще одного ваіранту здійснення, врожайність вимірюють за вмістом білка. 45 

Відповідно до ще одного ваіранту здійснення, врожайність вимірюють за кількістю насінин, 
масою насінини, кількістю плодів або масі плодів на одну рослину або її частини (наприклад, по 
серцевині, їстівної насінини). 

На врожайність рослини можуть впливати різні параметри, включаючи, але без обмеження, 
біомасу рослини, силу рослини, швидкість росту рослини, врожайність насінини, кількість 50 

насінин або зерен, якість насінини або зерен, врожайність за маслом, вміст олії, крохмалю 
та/або білка в прибраних органах (наприклад, насінні або вегетативних частинах рослини), 
кількість квіток (наприклад, квіток) на одну волоть (наприклад, виражена як співвідношення між 
наповненим насінням з кількістю первинних волотей), показник врожаю, кількість рослин, 
вирощених на одиниці площі, кількість і розмір прибраних органів на одну рослину і на одиницю 55 

площі, кількість рослин на одиницю площі вирощування (наприклад, щільність), кількість 
прибраних органів на поле, сукупна площа листя, засвоєння вуглецю і розподіл вуглецю 
(наприклад, розподілення/розташування вуглецю в рослині), стійкість до затінення, кількість 
органів, які можуть бути прибрані (наприклад, насіння), кількість насіння на один стручок, маса 
одної насінини і модифікована архітектура (така як збільшений діаметр стебла, товщина або 60 
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поліпшення фізичних властивостей (наприклад, пружності)). 
Покращена ЕВА рослини транслюється в поле або в отримання подібної врожайності при 

застосуванні меншої кількості добрив, або в підвищену врожайність при застосуванні тих же 
кількостей добрив. Таким чином, поліпшена ЕВА або ЕВД здійснює прямий вплив на 
врожайність рослини в полі. 5 

Використовувана в даному документі фраза "біотичний стрес" відно-сится до стресу, який 
відбувається в результаті пошкодження рослин іншими живими організмами, такими як бактерії, 
віруси, гриби, паразити, корисні та шкідливі комахи, бур'яни і культивовані або нативні рослини. 
У Прикладах 7 і 20 - 38 з розділу "Приклади", нижче, описана реалізація даного розкриття в 
аспекті надання стійкості до Spodoptera littoralis. У Прикладах 38 і 39 з Розділу "Приклади", 10 

нижче, описана реалізація даного розкриття в аспекті надання стійкості до шкідників 
Coleopteran. У Прикладі 40 - 52 з Розділу "Приклади", нижче, описана реалізація даного 
розкриття в аспекті надання стійкості до вірусної інфекції. 

Використовуваний в даному документі термін "поліпшення" або "підвищення" відноситься 
щонайменше приблизно до 2%, щонайменше приблизно 3%, щонайменше приблизно 4%, 15 

щонайменше приблизно 5%, щонайменше приблизно 10%, щонайменше приблизно 15%, 
щонайменше приблизно 20%, щонайменше приблизно 25%, щонайменше приблизно 30%, 
щонайменше приблизно 35%, щонайменше приблизно 40%, щонайменше приблизно 45%, 
щонайменше приблизно 50%, щонайменше приблизно 60%, щонайменше приблизно 70%, 
щонайменше приблизно 80% щонайменше приблизно 90% або більшого збільшення в ЕВА, в 20 

толерантності до стресу, у врожайності, в біомасі або в силі рослини в порівнянні з нативними 
рослинами або рослинами дикого типу (тобто, ізогенними рослинами (вирощеними не з насіння, 
обробленого за допомогою dsRNA) в представлених варіантах здійснення). 

У деяких варіантах здійснення ген-мішень dsRNA може бути не ендогенним геном рослини, 
а скоріше геном, екзогенним для рослини, таким як ген фітопатогенного організму, який 25 

живиться рослиною або залежить від неї для росту/реплікації (наприклад, бактерії або віруси) 
та/або виживання. У деяких варіантах здійснення геном-мішенню є істотний ген комахи-
шкідника. У деяких варіантах здійснення геном-мішенню є ген вірусу. 

Використовуваний в даному документі термін "фітопатоген" відноситься до організму, який 
виграє від взаємодії з рослиною і здійснює від'ємний вплив на таку рослину. Термін 30 

"фітопатоген" включає комах, павуків, ракоподібних, гриби, бактерій, віруси, нематоди, плоских 
хробаків, круглих черв'яків, гостриків, анкілостом, стрічкових черв'яків, трипаносом, шистосом, 
оводів, бліх, кліщів, вошей і т.д., які можуть живитися або контактувати з однією або декількома 
клітинами, тканинами або рідинами, які продукуються рослиною. 

Способи, описані в даному документі, можуть бути використані для отримання рослини, яка 35 

стійка до одного або декількох фітопатоген. У деяких варіантах здійснення фітопатогеном є 
комаха-шкідник. Якщо комаха є шкідником-мішенню для даного винаходу, такі шкідники 
включають, але без обмеження: із ряду Lepidoptera, наприклад, Acleris spp., Adoxophyes spp., 
Aegeria spp., Agrotis spp., Alabama argillaceae, Amylois spp., Anticarsia gemmatalis, Archips spp, 
Argyrotaenia spp., Autographa spp., Busseola fusca, Cadra cautella, Carposina nipponensis, Chilo 40 

spp., Choristoneura spp., Clysia ambiguella, Cnaphalocrocis spp., Cnephasia spp., Cochylis spp., 
Coleophora spp., Crocidolomia binotalis, Cryptophlebia leucotreta, Cydia spp., Diatraea spp., 
Diparopsis castanea, Earias spp., Ephestia spp., Eucosma spp., Eupoecilia ambiguella, Euproctis 
spp., Euxoa spp., Grapholita spp., Hedya nubiferana, Heliothis spp., Hellula undali, Hyphantiria 
cunea, Keiferia lycopersicella, Leucoptera scitella, Lithocollethis spp., Lobesia botrana, Lymantria 45 

spp., Lyonetia spp., Malacosoma spp., Mamestra brassicae, Manduca sexta, Operophtera spp., 
Ostrinia Nubilalis, Pammene spp., Pandemis spp., Panolis flammea, Pectinophora gossypiella, 
Phthorimaea operculella, Pieris rapae, Pieris spp., Plutella xylostella, Prays spp., Scirpophaga spp., 
Sesamia spp., Sparganothis spp., Spodoptera spp., Synanthedon spp., Thaumetopoea spp., Tortrix 
spp., Trichoplusia ni і Yponomeuta spp.; із ряду Coleoptera, наприклад, Agriotes spp., Anthonomus 50 

spp., Atomaria linearis, Chaetocnema tibialis, Cosmopolites spp., Curculio spp., Denrmestes spp., 
Diabrotica spp., Epilachna spp., Eremnus spp., Leptinotarsa decemlineata, Lissorhoptrus spp., 
Melolontha spp., Orycaephilus spp., Otiorhynchus spp., Phlyctinus spp., Popillia spp., Psylliodes spp., 
Rhizopertha spp., Scarabeidae, Sitophilus spp., Sitotroga spp., Tenebrio spp., Tribolium spp. і 
Trogoderma spp.; із ряду Orthoptera, наприклад, Blatta spp., Blattella spp., Gryllotalpa spp., 55 

Leucophaea maderae, Locusta spp., Periplaneta ssp., і Schistocerca spp.; із ряду Isoptera, 
наприклад, Reticulitemes ssp.; із ряду Psocoptera, наприклад, Liposcelis spp.; із ряду Anoplura, 
наприклад, Haematopinus spp., Linognathus spp., Pediculus spp., Pemphigus spp. і Phylloxera spp.; 
із ряду Mallophaga, наприклад, Damalinea spp. і Trichodectes spp.; із ряду Thysanoptera, 
наприклад, Franklinella spp., Hercinothrips spp., Taeniothrips spp., Thrips palmi, Thrips tabaci і 60 
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Scirtothrips aurantii; із ряду Heteroptera, наприклад, Cimex spp., Distantiella theobroma, Dysdercus 
spp., Euchistus spp., Eurygaster spp., Leptocorisa spp., Nezara spp., Piesma spp., Rhodnius spp., 
Sahlbergella singularis, Scotinophara spp., Triatoma spp., Miridae family spp. такі як Lygus hesperus 
і Lygus lineoloris, Lygaeidae family spp. такі як Blissus leucopterus, і Pentatomidae family spp.; із 
ряду Homoptera, наприклад, Aleurothrixus floccosus, Aleyrodes brassicae, Aonidiella spp., 5 

Aphididae, Aphis spp., Aspidiotus spp., Bemisia tabaci, Ceroplaster spp., Chrysomphalus aonidium, 
Chrysomphalus dictyospermi, Coccus hesperidum, Empoasca spp., Eriosoma larigerum, 
Erythroneura spp., Gascardia spp., Laodelphax spp., Lacanium corni, Lepidosaphes spp., 
Macrosiphus spp., Myzus spp., Nehotettix spp., Nilaparvata spp., Paratoria spp., Pemphigus spp., 
Planococcus spp., Pseudaulacaspis spp., Pseudococcus spp., Psylla ssp., Pulvinaria aethiopica, 10 

Quadraspidiotus spp., Rhopalosiphum spp., Saissetia spp., Scaphoideus spp., Schizaphis spp., 
Sitobion spp., Trialeurodes vaporariorum, Trioza erytreae і Unaspis citri; із ряду Hymenoptera, 
наприклад, Acromyrmex, Atta spp., Cephus spp., Diprion spp., Diprionidae, Gilpinia polytoma, 
Hoplocampa spp., Lasius spp., Monoimorium pharaonis, Neodiprion spp, Solenopis spp. і Vespa ssp.; 
із ряду Diptera, наприклад, Aedes spp., Antherigona soccata, Bibio hortulanus, Calliphora 15 

erythrocephala, Ceratitis spp., Chrysomyia spp., Culex spp., Cuterebra spp., Dacus spp., Drosophila 
melanogaster, Fannia spp., Gastrophilus spp., Glossina spp., Hypoderma spp., Hyppobosca spp., 
Liriomysa spp., Lucilia spp., Melanagromyza spp., Musca ssp., Oestrus spp., Orseolia spp., Oscinella 
frit, Pegomyia hyoscyami, Phorbia spp., Rhagoletis pomonella, Sciara spp., Stomoxys spp., Tabanus 
spp., Tannia spp. і Tipula spp., із ряду Siphonaptera, наприклад, Ceratophyllus spp. і Xenopsylla 20 

cheopis і із ряду Thysanura, наприклад, Lepisma saccharina. Так, відповідно до одного варіанту 
здійснення, запропонований спосіб інгібування експресії гена-мішені в фітопатогенному 
організмі, причому спосіб включає надання (наприклад, харчування або контакт в умовах 
інфікування) фітопатогенному організму рослини, яка описана в даному документі 
(щонайменше частина її включає голу dsRNA), тим самим інгібуючи експресію гена-мішені в 25 

фітопатогенному організмі. У деяких варіантах здійснення геном-мішенню є "істотний ген". 
Використовуваний в даному документі термін "істотний ген" відноситься до гену організму, який 
має суттєве значення для його виживання або репродукції. У деяких варіантах здійснення ген-
мішень експресований в травному тракті комахи, наприклад, в вакуолярній АТФазі. У деяких 
варіантах здійснення ген-мішень залучений до росту, розвитку та репродукції комахи. Приклади 30 

таких генів включають, але без обмеження, ген CHD3 і ген бета-тубуліну. 
Фітопатогенний організм відноситься до багатоклітинних організмів, наприклад, до комах, 

грибів, тварин або до мікроорганізмів, які можуть викликати захворювання рослини, включаючи 
віруси, бактерії, гриби, а також ооміцети, хітридіоміцети, водорості та нематоди. 

У даному документі посилання на "нематоду" відноситься до члену філуму класу Нематоди. 35 

Члени сімейства Heteroderidae є осілими паразитами, які формують складні зв'язки з 
організмом-господарем. Вони відбирають живильні речовини з клітин інфікованого організму за 
допомогою спеціального зонда. Цистові нематоди (родів Heterodera і Globodera) і галові 
нематоди (роду Meliodogyne), зокрема, викликають значні економічні втрати в рослинах, 
особливо в сільськогосподарських рослинах. Приклади цистових нематод включають, серед 40 

інших, H. avenae (злакова гетеродера), H. glycines (бурякова гетеродера) і G. pallida (картопляна 
гетеродера). Галові нематоди включають, наприклад, M. javanica, M. incognita і M. arenaria. Ці 
патогени створюють "місця годування" в рослині, викликаючи морфологічну трансформацію 
клітин коренів в гігантські клітини. Звідси, нематодна "інвазія" або "інфекція" відноситься до 
інвазії і живлення тканинами рослини-господаря. Інші нематоди, які викликають значні 45 

пошкодження, включають виразкову нематоду, таку як Pratylenchus, конкретно P. penetrans, яка 
інфікує кукурудзу, рис та овочі, P. brachyurus, яка інфікує ананас, і P. thornei, яка інфікує, крім 
іншого, пшеницю. 

Кілька варіантів здійснення відносяться до способу інгібування експресії гена-мішені в 
комасі-шкіднику, причому спосіб включає надання (наприклад, шляхом харчування) цій комасі-50 

шкіднику рослини, вирощеної з насінини, обробленої екзогенною dsRNA, яка описана в даному 
документі, ти самим інгібуючи експресію гена-мішені в комасі-шкіднику. Комахи, які можуть 
викликати пошкодження і захворювання у рослин, відносяться до трьох категорій, відповідно до 
їх способу живлення: гризучі, сисні і трубчасто-сисні. Основні пошкодження наносять гризучі 
комахи, які поїдають тканину рослини, таку як листя, квітки, бутони і пагони. Приклади цієї 55 

першої великої категорії комах включають жуків і їх личинок, гусениць, що будують павутинні 
гнізда, мішочниць і личинок метеликів та пильщиків (гусениці). Для порівняння, сисні комахи 
поміщають їх ротові органи в тканини листя, пагонів, гілок, квіток або плодів і висмоктують соки 
рослини. Типові приклади сисних комах включають, але без обмеження, тлю, червців 
борошнистих, трипсів і цикадок. На пошкодження, викликані цими шкідниками, часто вказує 60 
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знебарвлення, пониклість, в'янення і загальна відсутність сили в ураженої рослини. 
Кілька варіантів здійснення відносяться до способу отримання стійкості до комахи-шкідника, 

причому спосіб включає вирощування рослини з насінини, обробленої екзогенною dsRNA, яка 
описана в даному документі. У деяких варіантах здійснення комаху-шкідника вибирають із рядів 
Coleoptera, Lepidoptera, Diptera, Orthoptera, Heteroptera, Ctenophalides, Arachnidiae і 5 

Hymenoptera. У деяких варіантах здійснення комахою-шкідником є жук або личинка. Відповідно 
до одного специфічного варіанту здійснення, фітопатогеном є представник сімейства Noctuidae, 
наприклад, Spodoptera littoralis. 

Приклади важливих бактеріальних патогенів рослин включають, але без обмеження, 
Burkholderia, Proteobacteria (Xanthomonas spp. і Pseudomonas spp., Pseudomonas syringae pv. 10 

tomato). 
Деяка кількість родів вірусів передається, як постійно, так і не постійно, земляними, що 

мають зооспори найпростішими. Ці найпростіші самі не є фітопатогенами, а паразитами. 
Передача вірусу відбувається, коли вони стають пов'язаними з корінням рослини. Приклади 
включають Polymyxa graminis, які доведено передають вірусні захворювання рослин зерновим 15 

культурам, і Polymyxa betae, які передають буряковий вірус некротичних жовтих прожилок. 
Плазмодіофориди також створюють рани в коренях рослин, через які можуть проникати інші 
віруси. 

Специфічні приклади вірусів, які можуть бути мішенями відповідно до даного розкриття, 
включають, але без обмеження: 20 

(1) вірус мозаїки тютюну (TMV, РНК-вірус), який інфікує рослини, особливо тютюн та інших 
членів сімейства Solanaceae. 

(2) вірус плямистого в'янення томата (TSWV, РНК-вірус), який викликає серйозні 
захворювання багатьох економічно важливих рослин, що представляють 35 сімейств рослин, 
включаючи дводольні та однодольні. Ця широка гама рослин-господарів, що включає 25 

декоративні, овочеві і польові культури, є унікальною серед рослин, інфікованих вірусами. Вірус 
відносится до тосповірусів в басейні Середземного моря, впливає на овочеві культури, 
особливо на томат, перець і салат (Turina et al., 2 012, Adv Virus Res 84; 403-437). 

(3) вірус жовтої кучерявості листя томату (TYLCV), який передається білокрилкою, 
здебільшого впливає на рослини томата. Гемінівіруси (ДНК-віруси) з роду Begomovirus 30 

(включаючи свіповіруси і легумовіруси) є найбільш спустошливими патогенами, що впливають 
на різні культивовані рослини, включаючи маніоку, батат, квасолю, томат, бавовну і зернові 
бобові культури (Rey et al. +2012, Viruses 4; 1753-1791). Члени сімейства включають TYLCV і 
вірус кучерявості листя томату (ToLCV). 

(4) вірус мозаїки огірка (CMV) має широку гаму рослин-господарів і атакує великий діапазон 35 

овочів, декоративних та інших рослин (всього 191 вид з 40 сімейств). Найбільш важливі овочі, 
на які впливає вірус мозаїки огірка, включають перці (Capsicum annuum L.), гарбузи, томати 
(Lycopersicon esculentum Mill.) і банани (Musa L. spp.). 

Інші овочі-господарі включають: огірок, мускусну диню, патисон, томат, шпинат, селеру, 
перці, крес-салат, буряк, батат, турнепс, чайот (мексканський огірок), корнішон, кавун, гарбуз, 40 

цитрон, гарбуз пляшковий, лімську квасолю, кінські боби, цибулю, фізаліс, баклажан, картоплю, 
ревінь, моркву, кріп, фенхель, пастернак, петрушку, люфу і артишок (Chabbouh and Cherif, 1990, 
FAO Plant Prot. Bull. 38: 52-53.). 

Декоративні рослини-господарі включають: китайську астру, хризантему, дельфініум, 
шавлію, герань, гілію, гладіолус, геліотроп, гіацинт, шпорник, лілію, нагідки, в'юнок пурпурний, 45 

настурції, барвінок, петунію, флокси, ротики, тюльпан і цинію (Chupp and Sherf, 1960; Agrios, 
1978). 

(5) Вірус картоплі Y (PVY) - один з найбільш важливих вірусів рослин, що впливає на 
продуктивність томату. 

(6) Вірус мозаїки цвітної капусти (CaMV, ДНК-вірус (Rothnie et al., 1994)). 50 

(7) Африканський вірус мозаїки маніоки (ACMV). 
(8) Вірус прихованої мозаїки сливи (PPV) - найбільш руйнівне вірусне захворювання 

кісточкових плодів з роду Prunus. 
(9) Вірус мозаїки багаття (BMV) - зазвичай інфікує Bromus inermis та інші трави, може 

знаходитись майже скрізь, де вирощують пшеницю. 55 

(10) Вірус картоплі X (PVX) - для цього вірусу векторів комах або грибів не існує. Цей вірус 
викликає м'які симптоми або не викликає симптомів у більшості різновидів картоплі, але якщо 
присутній вірус картоплі Y, синергія між цими двома вірусами викликає серйозні симптоми у 
картоплі. 

Додаткові віруси: 60 
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Вірус трістези цитрусових (CTV) - викликає найбільш економічно руйнівне захворювання 
цитрусових, включаючи гіркий апельсин (Citrus aurantium) і будь-який вид цитрусових, щеплений 
на коріння гіркого апельсина, солодкий апельсин (C. sinensis), грейпфрут (C. paradisi), лайм, 
севільський апельсин (C. aurantifolia) і мандарин (C. reticulata). Також відомо, що вірус CTV 
інфикує Aeglopsis chevalieri, Afraegle paniculata, Pamburus missionis і Passiflora gracilis. Вірус CTV 5 

поширений у всьому світі і може бути виявлений в будь-якому місці зростання цитрусових 
дерев. 

Вірус жовтої карликовості ячменю (BYDV) - найбільш широко розповсюджене вірусне 
захворювання зернових культур. Він впливає на економічно важливі види 
сільськогосподарських культур, такі як ячмінь, овес, пшениця, кукурудза, тритикале і рис. 10 

Вірус скручування листя картоплі (PLRV) - інфікує картоплю та інших членів сімейства 
Solanaceae. 

Вірус рунистої карликовості томату (TBSV), РНК-вірус, член роду Tombusvirus, найбільш 
сильно впливає на томати і баклажани. 

Додаткові матеріали: 15 

Hamilton et al., 1981, J Gen Virol 54; 223-241 - згадує віруси TMV, PVX, PVY, CMV, CaMV. 
Додаткові наукові статті: 
Makkouk et al., 2012, Adv Virus Res 84; 367-402 - Віруси, що впливають на горох і квасолю з 

вузьким (некротична жовтяниця бобів (FBNYN)) і широким (вірус мозаїки люцерни (AMV) і CMV) 
діапазоном господарів. 20 

Комахи-шкідники, що викликають захворювання рослин, включають, окрім інших, 
представників сімейств, наприклад, Apidae, Curculionidae, Scarabaeidae, Tephritidae, Tortricidae. 

Ген-мішень фітопатогенного організму кодує продукт, істотний для життєздатності та/або 
інвазивної здатності патогена, тому зниження його активності (голою dsRNA) призводить до 
зниженої здатності патогена виживати і інфікувати клітини-господарі. Отже, таке зниження 25 

активності призводить до "негативного впливу" на підтримку життєздатності та/або інвазивної 
здатності фітопатогена, тобто, запобігає або знижує здатність патогена отримувати з клітин-
господарів поживні речовини і виживати на них. Через таке зниження життєздатності та/або 
інвазивної здатності фітопатогена забезпечується стійкість та/або підвищена толерантність 
клітин рослини до інфекції, спричиненої патогеном. Гени патогена можуть бути націлені на зрілі 30 

(дорослі), незрілі (молоді) або зародкові стадії. 
Приклади генів, істотних для життєздатності і/або інвазивної здатності патогена, 

представлені в даному документі. Такі гени можуть включати гени, що беруть участь у розвитку 
та репродукції, наприклад, факторів транскрипції (див., наприклад, Xue et al., 1993; Finney et al., 
1988), регуляторів клітинного циклу, таких як білки wee-1 і ncc-1 (див., наприклад, Wilson et al., 35 

1999; Boxem et al., 1999) і мутанти, летальні для зародків (див., наприклад, Schnabel et al., 
1991); білки, необхідні для моделювання, такі як колаген, ChR3 і LRP-1 (див., наприклад Yochem 
et al., 1999; Kostrouchova et al., 1998; Ray et al., 1989); гени, що кодують білки, які беруть участь 
у рухливості/нервовій системі, наприклад, ацетилхолінестерази (див., наприклад Piotee et al., 
1999; Talesa et al., 1995; Arpagaus et al., 1998), рецептор ріанодину, такий як unc-68 (див., 40 

наприклад Maryon et al., 1998; Maryon et al., 1996), і глутамат-керовані хлоридні канали або 
рецептор авермектини (див., наприклад, Cully et al., 1994; Vassilatis et al. , 1997; Dent et al., 
1997); гідролітичні ферменти, необхідні для отримання поживних речовин з господаря, 
наприклад, сироваткові протеїнази, такі як HGSP-1 і HGSP-III (див., наприклад, Lilley et al., 
1997); гени-паразити, що кодують білки, необхідні для інвазії і створення сайту харчування, 45 

наприклад, целюлази (див., наприклад, de Boer et al., 1999; Rosso et al., 1999), і гени, що 
кодують білки, які направляють продукцію секретів стовпчиків або амфід, такі як білок sec-1 
(див., наприклад, Ray et al., 1994; Ding et al., 1998); гени, що кодують білки, необхідні для 
визначення статі, наприклад, tra-1, tra-2 і egl-1, супресор ced9 (див., наприклад, Hodgkin, 1980; 
Hodgkin, 1977; Hodgkin, 1999; Gumienny et al., 1999; Zarkower et al., 1992); і гени, що кодують 50 

білки, необхідні для підтримки нормальної функції метаболізму і гомеостазу, наприклад, 
метаболізму стеролу, мутанти, летальні для зародків (див., наприклад, Schnabel et al., 1991), і 
транс-сплайсовані лідерні послідовності (див., наприклад, Ferguson et al, 1996), pos-1, 
цитоплазматичний білок "цинковий палець"; pie-1, цитоплазматичний білок "цинковий палець"; 
mei-1, АТФаза; dif-1, білок транспорту мітохондріальної енергії; rba-2, фактор асемблування 55 

хроматину; skn-1, фактор транскрипції; plk-1, кіназа; gpb-1, субодиниця B G-білка; par-1, кіназа; 
bir-1, інгібітор апоптозу; mex-3, РНК-зв'язуючий білок, unc-37, субодиниця B G-білка; hlh-2, 
фактор транскрипції; par-2, dnc-1, дінактин; par-6, dhc-1, важкий ланцюг динеїна; і pal-1, 
гомеобокс. Такі гени були клоновані з нематод-паразитів, таких як види Meliodogyne і 
Heterodera, або можуть бути ідентифіковані фахівцем у даній області, що використовують 60 
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інформацію з послідовності з клонованих ортологів C. elegans (геном C. elegans був 
секвенований і є доступним, див. The C. elegans Sequencing Consortium (1998)). 

Кілька варіантів здійснення відносяться до способу надання рослині стійкості до патогену, 
причому спосіб включає контакт насінини з молекулою екзогенної dsRNA, що включає 
послідовність, яка по суті ідентична або по суті комплементарна до щонайменше 18 суміжних 5 

нуклеотідів гена фітопатогенного організму, і вирощування рослини з насінини. 
Використовувана в даному документі характеристика "стійкість до патогену" є характеристикою 
рослини, яка викликає стійкість рослини-господаря до атаки патогена, який зазвичай здатний 
нанести пошкодження рослині. Без прив'язки до якоїсь конкретної теорії, якщо фітопатоген 
отримує матеріал рослини, вирощеної з насінини, що включає голу dsRNA, експресія гена на 10 

патогені-мішені пригнічується, і пригнічення експресії гена на патогені-мішені призводить до 
стійкості рослини до цього патогену. 

У варіантах здійснення, описаних у даному документі, ген-мішень може кодувати істотний 
білок або транскрибувати некодуючу РНК, теоретичну функцію якої вибирають з групи, що 
складається, крім іншого, з регуляції і транспорту іонів, синтезу ферментів, підтримання 15 

потенціалу клітинних мембран, біосинтезу амінокислот, деградації амінокислот, розвитку та 
диференціації, інфікування, проникнення, розвитку апресоріїв або гаусторій, росту міцелію, 
синтезу меланінів, синтезу токсинів, синтезу сідерофорів, споруляції, синтезу плодоносних 
органів, ділення клітин, метаболізму енергії, дихання і апоптозу. 

Відповідно до одного специфічного варіанту здійснення, фітопатогенний організм вибирають 20 

з групи, що складається з гриба, нематоди, вірусу, бактерії і комахи. 
Для обгрунтування активності проти шкідників даний документ також передбачає 

спостереження смерті або інгібування росту і ступінь симптоматології господаря після згаданого 
надання. 

Для підвищення протифітопатогенної активності варіанти здійснення даного винаходу крім 25 

того пропонують композицію, яка містить два або більше різних агентів, кожний з яких токсичний 
для того ж патогенного для рослини мікроорганізму, і щонайменше один з яких включає dsRNA, 
описану в даному документі. У певних варіантах здійснення другим агентом може бути агент, 
що вибрається з групи, яка складається з інгібіторів метаболічних ферментів, що у синтезі 
амінокислот або вуглеводів, інгібіторів поділу клітин, інгібіторів синтезу клітинних стінок, 30 

інгібіторів синтезу ДНК або РНК, інгібіторів гірази, інгібіторів асемблування тубуліну, інгібіторів 
синтезу ATФ, розділяючих агентів окисного фосфорилювання, інгібіторів синтезу білків, 
інгібіторів MAП-кінази (мітоген-активована протеінкіназа, далі МАП-кіназа або МАРК), інгібіторів 
синтезу або окислення ліпідів, інгібіторів синтезу стеролів та інгібіторів синтезу меланінів. 

У деяких варіантах здійснення насінина, що включає екзогенну dsRNA, яка описана в 35 

даному документі, обробляють неполінуклеотидним пестицидом. Вважається, що поєднання 
рослини, яка проявляє біологічну активність проти шкідника-мішені в результаті обробки 
насінини, з якої вирощено рослину, з екзогенної dsRNA разом з обробкою насінини певними 
хімічними або білковими пестицидами дає несподівані синергічні переваги в насінні, що 
пройшли таку обробку, включаючи несподівано високу ефективність захисту від пошкодження 40 

шкідником-мішенню отриманої рослини. Вважається, що насіння в представлених варіантах 
здійснення мають властивість знижувати вартість використання пестицида, оскільки для 
отримання необхідного обсягу захисту потрібно менше пестициду ніж у випадку, коли ці 
новаторські композиція і спосіб не використовуються. Більше того, оскільки використовується 
менше пестициду, можна вважати, що запропонований спосіб буде безпечнішим для оператора 45 

і навколишнього середовища і потенційно менш дорожчим ніж відомі способи. 
Якщо сказано, що деякі ефекти є "синергічними", це означає, що синергічні впливи цього 

поєднання на пестицидну активність (або ефективність), включають біологічну активність 
рослини, вирощеної з насінини, обробленої dsRNA, і пестициду. Однак мається на увазі, що такі 
синергічні впливи не обмежені пестицидного активністю, але також включають такі несподівані 50 

переваги як підвищений об'єм активності, вигідніший профіль активності за типом і величиною 
зменшення пошкоджень, зниження вартості пестициду і застосування, зниження 
розповсюдження пестициду в навколишньому середовищі, зниження впливу пестициду на 
персонал, зайнятий виробництвом, обробкою і посадкою насіння, і інші переваги, відомі 
фахівцям у даній галузі техніки. 55 

Крім цього, рослини, отримані відповідно до опису представлених варіантів здійснення, або 
їх частини можуть мати змінену живильну або терапевтичну ефективність і, як такі, можуть 
застосовуватися в харчовій та фармацевтичній промисловості. Крім того, рослини, отримані 
відповідно до опису представлених варіантів здійснення, або їх частини можуть мати змінений 
вміст олії або целюлози і, як такі, можуть бути застосовані в будівництві або виробництві олії. 60 
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Насіння даного винаходу можуть бути упаковані в пристрій для вміщення насінини, що 
включає деяку кількість такого насіння, щонайменше деякі з яких (наприклад, 5%, 10% або 
більше) містять екзогенну голу dsRNA, причому ця насінина позбавлена гетерологічного 
промотора для стимуляції експресії dsRNA. 

Пристроєм для вміщення насінини, може бути мішок, пластиковий мішок, паперовий мішок, 5 

контейнер з м'якою оболонкою або контейнер з твердою оболонкою. 
Кілька варіантів здійснення, описаних у даному документі, відносяться до розчину для 

обробки насіння, що включає молекули нетранскрибованого полінуклеотидного тригера, 
наприклад, dsRNA, що включає послідовність, яка по суті комплементарна або по суті ідентично 
щонайменше на 18 суміжних нуклеотидів гена-мішені. У деяких варіантах здійснення цей розчин 10 

може крім того включати буфер, наприклад, ЕДТА. Використовуваний в цьому документі термін 
"розчин" відноситься до однорідних сумішей і неоднорідних сумішей, таким як суспензії, 
колоїди, міцели та емульсії. У деяких варіантах здійснення розчин може бути представлений в 
наборі. У деяких варіантах здійснення набір може крім того включати одну або кілька насінин, 
контейнери, праймінговий розчин і середовище для росту насінини. 15 

Реагенти даного винаходу можуть бути упаковані як набір, що включає молекулу 
нетранскрибованого полінуклеотидного тригера, наприклад, dsRNA, інструкції з введення цієї 
молекули нетранскрибованого полінуклеотидного тригера, наприклад, dsRNA, в насіння і, за 
вибором, праймінговий розчин. 

Композиції з деяких варіантів здійснення винаходу за бажанням можуть бути представлені в 20 

упаковці або роздавальному пристрої, який може містити одну або декілька доз, що містять 
активний інгредієнт. Упаковка може включати, наприклад, металеву або пластикову фольгу, 
тобто, мати форму блістера. Упаковка або роздавальний пристрій може супроводжуватися 
інструкцією з введення в насінину. 

Відповідно до одного варіанту здійснення, молекула нетранскрибованого полінуклеотидного 25 

тригера, наприклад, dsRNA, і праймінговий розчин розміщені в різних контейнерах. 
Використовуваний в даному документі термін "приблизно" відноситься до ± 10%. 
Терміни "включає", "який включає", "включають", "який має" і їх однокорінні слова означають 

"включаючи, але без обмеження". 
Термін "який складається з" означає "який включає і обмежений чимось". 30 

Термін "складається по суті з" означає, що композиція, спосіб або структура можуть 
включати додаткові інгредієнти, етапи та/або частини, але тільки якщо такі додаткові 
інгредієнти, етапи та/або частини не суттєво змінюють базові та нові характеристики заявлених 
композиції, способу або структури . 

Використовувана в даному документі форма однини включає посилання на множину, якщо з 35 

контексту явно не випливає інше. Наприклад, термін "з'єднання" або "щонайменше одне 
з'єднання" може включати деяку кількість сполук, включаючи їх суміші. 

У тексті даної заявки різні варіанти здійснення даного винаходу можуть бути представлені у 
форматі діапазону. Слід розуміти, що опис у форматі діапазону наведено просто для зручності і 
стислості і не повинно тлумачитися як негнучке обмеження об'єму винаходу. Відповідно, 40 

вказування діапазону повинно розглядатися як таке, що специфічно розкриває всі можливі 
піддіапазони, а також окремі числові значення в цьому діапазоні. Наприклад, вказування 
діапазону, такого як від 1 до 6, повинне розглядатися як таке, що специфічно розкриває такі 
піддіапазони, як від 1 до 3, від 1 до 4, від 1 до 5, від 2 до 4, від 2 до 6, від 3 до 6 і т.д., а також 
окремі числа в цьому діапазоні, наприклад, 1, 2, 3, 4, 5 і 6. Це застосовується незалежно від 45 

ширини діапазону. 
Якщо в даному документі вказано числовий діапазон, це означає, що він включає будь-яке 

число (дробове або ціле) в зазначеному діапазоні. Фрази "в діапазоні між" першим вказаним 
числом і другим вказаним числом і "від" першого вказаного числа "до" другого вказаного числа 
використовуються в даному документі як такі, що взаємозаміняються, і включають перше і друге 50 

вказані числа і всі дробові і цілі числа між ними. 
Використовуваний в даному документі термін "спосіб" відноситься до образу дій, засобів, 

прийомів і порядку виконання деякої задачі, включаючи, але без обмеження, той спосіб дій, 
засоби, прийоми і порядок, які або відомі, або можуть бути легко розроблені на основі образу 
дії, засобів, прийомів і порядку, відомих практикуючим фахівцям в областях агрономії, хімії, 55 

фармакології, біології, біохімії та медицини. 
Слід розуміти, що певні ознаки винаходу, які для ясності описані в контексті окремих 

варіантів здійснення, також можуть бути об'єднані в один варіант здійснення. І навпаки, різні 
ознаки винаходу, які для стислості описані в контексті одного варіанта здійснення, також можуть 
бути представлені окремо, або в будь-якому придатному поєднанні, або придатними для будь-60 
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якого іншого описаного варіанта здійснення винаходу. Певні ознаки, описані в контексті різних 
варіантів здійснення, не повинні вважатися істотними ознаками цих варіантів здійснення, якщо 
тільки варіант здіснення не може бути здійснений без цих елементів. 

Різні варіанти здійснення і аспекти даного винаходу, які описані вище та заявлені у розділі 
"Формула винаходу" нижче, знаходять експериментальну підтримку в подальших Прикладах. Ці 5 

Приклади представлені для цілей ілюстрації і не повинні тлумачитися як обмеження. 
Приклади 
Тепер перейдемо до прикладів, які разом з вищенаведеним описом ілюструють винахід, не 

обмежуючи його. 
Говорячи загалом, номенклатура, використана в даному документі, та лабораторні 10 

процедури, застосовані в даному винаході включають молекулярні, біохімічні, мікробіологічний і 
рекомбінантні способи роботи з ДНК. Такі способи широко представлені в літературі. Дивіться, 
наприклад, "Molecular Cloning: A laboratory Manual" Sambrook et al., (1989); "Current Protocols in 
Molecular Biology" Volumes I-III Ausubel, RM, ed. (1994); Ausubel et al., "Current Protocols in 
Molecular Biology", John Wiley and Sons, Baltimore, Maryland (1989); Perbal, "A Practical Guide to 15 

Molecular Cloning", John Wiley & Sons, New York (1988); Watson et al., "Recombinant DNA", 
Scientific American Books, New York; Birren et al. (eds) "Genome Analysis: A Laboratory Manual 
Series", Vols. 1-4, Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York (1998); способи, описані в 
патентах США 4,666,828; 4,683,202; 4,801,531; 5,192,659 і 5,272,057; "Cell Biology: A Laboratory 
Handbook", Volumes I-III Cellis, JE, ed. (1994); "Culture of Animal Cells - A Manual of Basic 20 

Technique" by Freshney, Wiley-Liss, NY (1994), Third Edition; "Current Protocols in Immunology" 
Volumes I-III Coligan JE, ed. (1994); Stites et al. (eds), "Basic and Clinical Immunology" (8th Edition), 
Appleton & Lange, Norwalk, CT (1994); Mishell and Shiigi (eds), "Selected Methods in Cellular 
Immunology", WH Freeman and Co., New York (1980); доступні імуноаналізи широко описані в 
патентній і науковій літературі, див., наприклад, патенти США 3,791,932; 3,839,153; 3,850,752; 25 

3,850,578; 3,853,987; 3,867,517; 3,879,262; 3,901,654; 3,935,074; 3,984,533; 3,996,345; 4,034,074; 
4,098,876; 4,879,219; 5,011,771 і 5,281,521; "Oligonucleotide Synthesis" Gait, M. J., ed. (1984); 
"Nucleic Acid Hybridization" Hames, BD, and Higgins SJ, eds. (1985); "Transcription and Translation" 
Hames, BD, and Higgins SJ, eds. (1984); "Animal Cell Culture" Freshney, R. I., ed. (1986); 
"Immobilized Cells and Enzymes" IRL Press, (1986); "A Practical Guide to Molecular Cloning" Perbal, 30 

B., (1984) і "Methods in Enzymology" Vol. 1-317, Academic Press; "PCR Protocols: A Guide To 
Methods And Applications", Academic Press, San Diego, CA (1990); Marshak et al., "Strategies for 
Protein Purification and Characterization - A Laboratory Course Manual" CSHL Press (1996); які всі 
включені шляхом посилання, так якби вони були повністю викладені в даному документі. Інші 
загальні посилання представлені в тексті даного документа. Описані в них процедури 35 

вважаються добре відомими в даній галузі техніки і представлені для зручності читача. Вся 
інформація, яка міститься в них, включена в даний документ шляхом посилання. 

Приклад 1: Протоколи для продукції dsRNA і обробки насінини 
Отримання послідовностей dsRNA/siRNA. 
DsRNA-послідовності були створені за параметрами, заданими для кожного гена, з 40 

використанням in vitro транскрипції ПЛР-продуктів. Частину мРНК, що включає відкриту рамку 
зчитування, 3'-нетрансльовану ділянку або 5'-нетрансльовану ділянку, для якої має бути 
продукувана dsRNA, піддали ПЛР-ампліфікації з використанням ген-специфічних праймерів, які 
містять послідовність промотора T7 на будь-якій стороні. Цей продукт використовували в якості 
матриці для продукції dsRNA із застосуванням комерційних наборів, таких як набір MaxiScript 45 

dsRNA (компанія Life Technologies) або набір T7 High Yield RNA Synthesis (компанія NEB). Далі 
пробу обробили ДНК-ази Турбо при 37 °C протягом 15 - 30 хв., після чого обробили фенолом і 
здійснили осадження нуклеїнової кислоти. Далі, провели одну з двох різних реакцій: (1) dsRNA 
готова до використання, або (2) процесинг dsRNA ферментом Dicer (рибонуклеази III 
(скорочення Рнази III) (компанія NEB)), щоб створити малі інтерферуючі РНК (siRNA). 50 

Для обробки насінини, яка описана нижче, використовували або dsRNA, або комбінацію 
dsRNA і siRNA. 

Загальний протокол обробки насінини для сайленсінгу генів з використанням суміші 
dsRNA/siRNA. 

Насіння органічної кукурудзи різновиду "попкорн" без оболонки, цільні насіння органічного 55 

рису без оболонки, насіння органічної сої та пшениці були куплені у компанії Nitsat Haduvdevan 
(Ізраїль). Насіння свіжих томатів були взяті з плодів томата M82, які вирощені в теплиці. Насіння 
рослин без оболонки або свіжі промили двічі дистильованою водою (далі ДДВ) перед обробкою 
протягом чотирьох годин. Потім насіння сушили при 30 °C протягом 10 - 16 годин. Після етапу 
сушіння насіння обробили розчином, що містить композицію dsRNA, виготовлену з dsRNA в 60 
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кінцевій концентрації 40 - 150 мкг/мл в 0,1 мМ ЕДТА. Обробку виконали шляхом обережного 
збовтування насіння в розчині протягом 24 годин в темній камері для росту при 15 °C. На кінець 
насіння двічі швидко промили і висадили в грунт або сушили протягом 0 - 30 годин і 
пророщували при 25 °C в темній камері для росту і висадили в грунт або саджали прямо в 
грунт. Контрольне насіння обробили таким же чином композицією без dsRNA або з 5 

неспецифічною dsRNA. 
Приклад 2: стабільність DSRNA в розсаді рису, томату і сорго 
В якості прикладу екзогенного гена, який не присутній/експресований в рослинах, відкриті 

рамки зчитування, що кодують репліказу і оболончатий білок CGMMV (ідентифікаційний номер 
AF417242), були використані в якості мішеней для обробки насіння рослин за допомогою dsRNA 10 

відповідно до протоколу, описаному в Прикладі 1. Насіння рису, томату й сорго промивали 
протягом 4 годин при 20 °C, насіння томата і сорго сушили при 30 °C, і насіння рису сушили при 
20 °C протягом ночі. Насіння негайно обробили при 15 ºC розчином з 132,7 мкг/мл dsRNA 
(кінцева концентрація) протягом 39 годин для рису, 93,8 мкг/мл dsRNA (кінцева концентрація) 
протягом 48 годин для томату і 75 мкг/мл dsRNA (кінцева концентрація) протягом 40 годин для 15 

сорго. 
Кажучи коротко, отримані з вірусу відкриті рамки зчитування ампліфікували шляхом ПЛР зі 

специфічними прямими та зворотними праймерами, які містили послідовність T7 (5'-
TAATACGACTCACTATAGGG-3', SEQ ID NO: 1) на їх 5'-кінці (див. Таблицю 1, нижче). Продукти 
ПЛР очистили від агарозного гелю і, оскільки вони мають промотори T7 на обох кінцях, 20 

використовували їх в якості темплетів для T7-залежної транскрипції in vitro, що дало dsRNA-
продукт генів CGMMV. ПЛР на гені домашнього господарства, тубуліну, використовували в 
якості позитивного контролю (прямий праймер 5'-GGTGCTCTGAACGTGGATG-3' (SEQ ID NO: 2), 
і зворотний праймер 5'-CATCATCGCCATCCTCATTCTC-3' (SEQ ID NO: 3)). 

DsRNA, гомологічна для вірусу мозаїки зеленої плямистості стабільна в розсаді рису. 25 

Насіння рису обробили при 15 ºC розчином з 132,7 мкг/мл dsRNA (кінцева концентрація) 
протягом 39 годин, і виконали детекцію dsRNA. Через один тиждень після проростання dsRNA 
можна було детектувати в 9 з 10 саджанців. Детекцію кДНК тубуліну використовували як 
позитивного контролю якості кДНК. Через два тижні після проростання dsRNA детектували в 10 
з 10 саджанців. Через три тижні після проростання dsRNA, гомологічну для вірусу мозаїки 30 

зеленої плямистості детектували в 5 з 5 проб з саджанців рису. 
 

Таблиця 1 
 

ПЛР-праймери, використані в якості темплетів для  
транскрипції in vitro і детекції dsRNA-продуктів CGMMV і CGMMV. 

 

Назва 
вірусу 

Назва 
продукту 

Послідовність/SEQ ID NO продукту: 
Прямий 

праймер/SE
Q ID NO: 

Зворотний 
праймер/SEQ ID 

NO: 

1) CGMMV 
(Ідентифі-
каційний 
номер 
NCBI 
AF417242) 

CGMVV 
dsRNA 
продукт 1 

TAATACGACTCACTATAGGGGGTAAGCG
GCATTCTAAACCTCCAAATCGGAGGTTGG
ACTCTGCTTCTGAAGAGTCCAGTTCTGTT
TCTTTTGAAGATGGCTTACAATCCGATCA
CACCTAGCAAACTTATTGCGTTTAGTGCT
TCTTATGTTCCCGTCAGGACTTTACTTAAT
TTTCTAGTTGCTTCACAAGGTACCGCTTT
CCAGACTCAAGCGGGAAGAGATTCTTTC
CGCGAGTCCCTGTCTGCGTTACCCTCGT
CTGTCGTAGATATTAATTCTAGATTCCCA
GATGCGGGTTTTTACGCTTTCCTCAACGG
TCCTGTGTTGAGGCCTATCTTCGTTTCGC
TTCTCAGCTCCACGGATACGCGTAATAG
GGTCATTGAGGTTGTAGATCCTAGCAATC
CTACGACTGCTGAGTCGCTTAACGCCGT
AAAGCGTACTGATGACGCGTCTACGGCC
GCTAGGGCTGAGATAGATAATTTAATAGA
GTCTATTTCTAAGGGTTTTGATGTTTACG
ATAGGGCTTCATTTGAAGCCGCGTTTTCG
GTAGTCTGGTCAGAGGCTACCACCTCGA

TAATACGA
CTCACTAT
AGGGGGTA
AGCGGCAT
TCTAAACC/
(SEQ ID 
NO:5) 

Набір 1: 
TAATACGACTCA
CTATAGGGGAAG
ACCCTCGAAACT
AAGC/(SEQ ID 
NO:4) 

CTTCTTAT
GTTCCCGT
CAGG/ 
(SEQ ID 
NO:7) 

Набір 2: 
ACTCAGCAGTCG
TAGGATTG/(SEQ 
ID NO:6) 
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Таблиця 1 
 

ПЛР-праймери, використані в якості темплетів для  
транскрипції in vitro і детекції dsRNA-продуктів CGMMV і CGMMV. 

 

Назва 
вірусу 

Назва 
продукту 

Послідовність/SEQ ID NO продукту: 
Прямий 

праймер/SE
Q ID NO: 

Зворотний 
праймер/SEQ ID 

NO: 

AAGCTTAGTTTCGAGGGTCTTCCCCTATA
GTGAGTCGTATTA/(SEQ ID NO:8) 

 
CGMVV 
dsRNA 
продукт 2 

TAATACGACTCACTATAGGGGCTTTACCG
CCACTAAGAACTCTGTACACTCCCTTGCG
GGTGGTCTGAGGCTTCTTGAATTGGAATA
TATGATGATGCAAGTGCCCTACGGCTCA
CCTTGTTATGACATCGGCGGTAACTATAC
GCAGCACTTGTTCAAAGGTAGATCATATG
TGCATTGCTGCAATCCGTGCCTAGATCTT
AAAGATGTTGCGAGGAATGTGATGTACAA
CGATATGATCACGCAACATGTACAGAGG
CACAAGGGATCTGGCGGGTGCAGACCTC
TTCCAACTTTCCAGATAGATGCATTCAGG
AGGTACGATAGTTCTCCCTGTGCGGTCA
CCTGTTCAGACGTTTTCCAAGAGTGTTCC
TATGATTTTGGGAGTGGTAGGGATAATCA
TGCAGTCTCGTTGCATTCAATCTACGATA
TCCCTTATTCTTCGATCGGACCTGCTCTT
CATAGGAAAAATGTGCGAGTTTGTTATGC
AGCCTTTCATTTCTCGGAGGCATTGCTTT
TAGGTTCGCCTGTAGGTAATTTAAATAGT
ATTGGGGCTCAGTTTAGGGTCGATGGTG
ATGCCCTATAGTGAGTCGTATTA/(SEQ ID 
NO:11) 

TAATACGA
CTCACTAT
AGGGGCTT
TACCGCCA
CTAAGAAC 
/(SEQ ID 
NO:10) 

Набір 3: 
TAATACGACTCA
CTATAGGGCATC
ACCATCGACCCT
AAAC /(SEQ ID 
NO:9) 

 
Насіння томату обробили при 15 ºC, використавши 93,8 мкг/мл dsRNA (кінцева 

концентрація) протягом 48 годин, і насіння сорго обробили при 5 мкг/мл dsRNA (кінцева 
концентрація) протягом 40 годин. DsRNA CGMMV детектували за допомогою ЗТ-ПЛР у 5 з 13 
саджанців томату, перевірених через 10 діб після проростання і в 3 з чотирьох саджанців сорго 5 

через 4 тижні після проростання. 
Було встановлено, що екзогенна dsRNA стабільна щонайменше протягом трьох тижнів у 

саджанцях рису і щонайменше 10 діб у саджанцях томату і чотирьох тижнів в рослинах сорго. 
ПРИКЛАД 3: DsRNA НЕ ІНТЕГРУЄТЬСЯ В ГЕНОМ РИСУ 
Насіння рису обробили екзогенною dsRNA як у Прикладі 2. Проростали рослини і 10 

вирощували їх протягом п'яти тижнів, ДНК екстрагували і виконали реакції ПЛР, щоб 
продемонструвати, що dsRNA не інтегрується в геном рису. Використовували два набори 
праймерів, які дали позитивну реакцію при перевірці на рівні РНК. Набір 1 (див. Таблицю 2) 
праймерів містив праймери, що використовуються для ампліфікації темплету (всієї 
послідовності dsRNA). Набір 2 (див. Таблицю 3) містив праймери, які використовували у 15 

вищезазначених реакціях ПЛР. Ендогенний ген домашнього господарства рису (тубулін) 
використовували в якості позитивного контролю при реакції ПЛР (див. Таблицю 2). 

Три різних реакції ПЛР з ДНК виконали на рослинах, оброблених і не оброблених dsRNA. 
Ампліфікованої ДНК, відповідної CGMMV, в будь-якій обробленій або не обробленій рослині не 
детектували. 20 

 
 

Таблиця 2 
 

Праймери тубуліну, використані для ПЛР-ампліфікації. 
 

Назва та напрямок 
праймера 

Послідовність праймера/(SEQ ID NO:) 
Довжина 
праймера 
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osa_TubA1_736F GGTGCTCTGAACGTGGATG (SEQ ID NO: 12) 19 

osa_TubA1_1342R CATCATCGCCATCCTCATTCTC (SEQ ID NO: 13) 22 

 
Приклад 4: Молекули екзогенної dsRNA мають високу стабільність в розчині і не 

інкорпоруються у геном оброблених рослин 
Насіння кукурудзи обробили за протоколом, описаного в Прикладі 1. Насіння промивали 

протягом 4 годин при 20 °C, сушили при 30 °C протягом ночі і негайно обробили 40 мкг/мл 5 

dsRNA (кінцева концентрація), направленої проти репортерного гена β-глюкоронідази (GUS) 
протягом 60 годин при 15 °C, висушили і проростили. Листя і коріння взяли у контрольних і 
оброблених dsGUS рослин через 7 і 15 діб після проростання. РНК екстрагували із зібраних 
тканин і виконали ЗТ-ПЛР зі специфічними праймерами GUS (Таблиця 3). Додатково, 
ендогенний ген домашнього господарства кукурудзи (убіквітин) використовували в якості 10 

позитивного контролю при реакції ПЛР. Було встановлено, що молекули dsRNA GUS є 
виключно стабільними в обробленому насінні і можуть бути детектовані в рослинах кукурудзи 
через 7 і 15 діб після проростання насіння. 

DsRNA GUS може бути детектована в саджанцях кукурудзи шляхом ЗТ-ПЛР через 7 і 15 діб 
після проростання відповідно до одного аспекту даного розкриття. Через один тиждень dsRNA 15 

GUS детектували в пагонах дев'яти з одинадцяти перевірених саджанців кукурудзи. DsRNA 
GUS не детектували у необроблених рослинах. Через 1 тиждень після проростання dsRNA GUS 
детектовані в п'яти з п'яти коренів оброблених саджанців кукурудзи через 1 тиждень після 
проростання. Через 15 діб після проростання dsRNA GUS були детектовані в коренях саджанців 
кукурудзи. 20 

Молекули dsRNA GUS не інкорпоруються в геном оброблених рослин кукурудзи через один 
тиждень після проростання, що було визначено електрофорезом на агарозному гелі при 
реакціях ПЛР на послідовності GUS. 

 
Таблиця 3 

 
Праймери для ПЛР-ампліфікації генів GUS і убіквітину і продукту dsRNA GUS. 

 

Назва праймера Послідовність праймера/SEQ ID NO: 
Довжина 
праймера 

GUS_T7_For 
TAATACGACTCACTATAGGGAGATCGACGGCCTGTGGGCATTC 
/(SEQ ID NO:15) 

 

GUS_T7_Rev 
TAATACGACTCACTATAGGGAGCATTCCCGGCGGGATAGTCTG/ 
(SEQ ID NO:16) 

43 

GUS208For CAGCGCGAAGTCTTTATACC/(SEQ ID NO:17) 43 

GUS289Rev CTTTGCCGTAATGAGTGACC/(SEQ ID NO:18) 20 

zmaUBQ-947F CCATAACCCTGGAGGTTGAG/(SEQ ID NO:19) 20 

zmaUBQ1043R ATCAGACGCTGCTGGTCTGG/(SEQ ID NO:20) 20 

dsRNA GUS 
продукт 

TAATACGACTCACTATAGGGAGATCGACGGCCTGTGGGCATTCAG
TCTGGATCGCGAAAACTGTGGAATTGATCAGCGTTGGTGGGAAAG
CGCGTTACAAGAAAGCCGGGCTATTGCTGTGCCAGGCAGTTTTAA
CGATCAGTTCGCCGATGCAGATATTCGTAATTATGCGGGCAACGT
CTGGTATCAGCGCGAAGTCTTTATACCGAAAGGTTGGGCAGGCCA
GCGTATCGTGCTGCGTTTCGATGCGGTCACTCATTACGGCAAAGT
GTGGGTCAATAATCAGGAAGTGATGGAGCATCAGGGCGGCTATAC
GCCATTTGAAGCCGATGTCACGCCGTATGTTATTGCCGGGAAAAG
TGTACGTATCACCGTTTGTGTGAACAACGAACTGAACTGGCAGACT
ATCCCGCCGGGAATGCTC CCTATAGTGAGTCGTATTA/(SEQID 
NO:21) 

 

 25 

Приклад 5: мікроскопія флуоресценції послідовності siRNA в насінні різних рослин 
Насіння рослин відповідно до протоколу, описаному в Прикладі 1. Насіння промивали 

протягом 4 годин при 20 °C, сушили при 25 °C і негайно обробили флуоресцентною siRNA 
(siGLO, кінцева концентрація 2 мкМ, компанія Thermo Scientific) при 15 ºC протягом 24 годин. 
Якість siGLO перед застосованням до насінини рослини перевірили аналізом електрофорезом 30 

на гелі. Детектували смуги, відповідні очікуваному розміру 20 - 24 пари основ молекул 
флуоресцентної siRNA. 

Зображення флуоресценції насіння отримали через 24 - 48 годин після обробки, 
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використавши мікроскоп Olympus з найменшим збільшенням об'єктива (5X для більш великого 
насіння, такого як насіння рису і томата, і 10X для більш дрібного насіння, такого як насіння 
Arabidopsis). Для того, щоб усунути можливість неспецифічної автофлуоресценції, насіння, 
оброблені dsRNA, порівняли з контрольним необробленим насінням. Проникнення молекул 
флуоресцентної siRNA в насіння рослин спостерігали через 24 години після обробки насінини 5 

Arabidopsis, рису та томату siRNA в кінцевій концентрації 2 мкМ. 
Проникнення молекул флуоресцентної siRNA в насіння рису спостерігалось через 24 години 

після обробки dsRNA siGLO. 
Для того, щоб оцінити ефективність розподілу флуоресцентної siRNA всередині насіння, 

зробили зрізи насіння різних рослин і отримали їх зображення за допомогою флуоресцентного 10 

мікроскопа через 48 годин після обробки. Зображення кожної обробленої насінини виконували 
поруч із контрольною необробленою насіниною. Світлові і флуоресцентні зображення 
отримували для проб насіння рису, томату, огірка, квасолі, сорго і пшениці. 

Проникнення молекул флуоресцентної siRNA в насіння рису спостерігалось через 48 годин 
після обробки dsRNA siGLO. Зробили зрізи обробленого siGLO і контрольного насіння рису, щоб 15 

розглянути внутрішній розподіл флуоресцентної dsRNA на флуоресцентному мікроскопі, і в 
обробленій насінині детектували молекули флуоресцентної siRNA. РНК флуоресцентної siGLO 
детектували в ендоспермі і зародку. 

Проникнення молекул флуоресцентної siRNA в насіння томату спостерігалося через 48 
годин після обробки dsRNA siGLO. Зробили зрізи обробленого siGLO і контрольного насіння 20 

томату, щоб розглянути внутрішній розподіл флуоресцентної dsRNA на флуоресцентному 
мікроскопі. РНК флуоресцентної siGLO була детектована в ендоспермі і зародку. 

Проникнення молекул флуоресцентної siRNA в насіння огірка спостерігалося через 48 годин 
після обробки dsRNA siGLO. Зробили зрізи обробленого siGLO і контрольного насіння огірка, 
щоб розглянути внутрішній розподіл флуоресцентної dsRNA на флуоресцентному мікроскопі. 25 

РНК флуоресцентної siGLO була детектована в ендоспермі і зародку. 
Проникнення молекул флуоресцентної siRNA було детектовано в зрізах насіння різних видів 

рослин, включаючи квасолю, томат, сорго і пшеницю, через 48 годин після обробки dsRNA 
siGLO. Зробили зрізи обробленого siGLO і контрольного насіння, щоб розглянути внутрішній 
розподіл флуоресцентної dsRNA на флуоресцентному мікроскопі. Світлові зображення також 30 

були отримані для кожної насінини і показані поруч із флуоресцентним зображенням насінини 
для довідки. 

На Фіг. 1 представлені флуоресцентні зображення обробки siGLO насіння рису за період 24 
години. Перевіряли вплив часу інкубації з dsRNA siGLO на інтенсивність флуоресценції, що 
зазначає кількість і якість проникнення dsRNA. Зображення контрольного насінння, що 35 

залишилося необробленим (1), були отримані разом із зображеннями насіння, обробленого 
dsRNA siGLO, для чотирьох періодів часу інкубації: 10 хв (2), 3,5 години (3), 5,5 годин (4 ) і 24 
години (5). 

Зрозуміло, що siRNA розподілена на різних рівнях між зародком і ендоспермом. Відповідно, 
молекули dsRNA надходять прямо в зародок. Без прив'язки до будь-якої теорії, молекули 40 

dsRNA транспортуються водним розчином, використовуваним для обробки насінини. Молекули 
dsRNA надходять в ендосперм як частина процесу абсорбції води ендоспермом. Потім ці 
молекули транспортуються в зародок, що розвивається, як частина потоку поживних речовин з 
ендосперму в зародок під час проростання і розвитку насінини. 

Ці дані припускають, що молекули РНК, використовуваної для обробки насіння, проникають 45 

в зародок і функціонують в ньому при його розвитку, а також проникають в ендосперм і живлять 
зародок після проростання. 

Приклад 6: Тимчасовий експеримент з siGLO-обробки 
Тимчасовий експеримент виконали на насінні рису, щоб контролювати кінетику проникнення 

siGLO в насіння після обробки насінини (Фіг. 1). Результати показують, що siRNA ефективно 50 

проникає в насіння рослин за протоколом, який описаний в Прикладі 1. 
Приклад 7: Обробка насіння проти генів spodoptera littoralis 
Spodoptera littoralis (або Prodenia littoralis), також відома як гусінь, що харчується листям 

африканського або єгипетського бавовнику, є бабочкою, широко розповсюдженою в Африці та 
європейському Середземномор'ї. Вона є поширеним шкідником овочів, квітів та інших 55 

сільськогосподарських культур. 
РНК екстрагували для продукції dsRNA з личинок Spodoptera littoralis, і бібліотека кДНК була 

приготована з 0,5 мкг сукупної РНК. Декілька генів (АТФаза, NADPH-(цитохром P450)-
оксидоредуктаза (в даному документі має назву "NADPH"), інгібітор апоптозу (інгібітор 
апоптозних білків) і хітинсинтаза були обрані для перевірки впливу харчування S. litoralis 60 
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рослинами, вирощеними з насіння, оброблених dsRNA, направленої проти цих генів (див. 
Таблицю 4). Насіння кукурудзи промивали протягом 4 годин, сушили при 30ºC і відразу ж 
обробили молекулами dsRNA в кінцевій концентрації 40 мкг мл (для інгібітора апоптозних білків 
і АТФази), 80 мкг/мл (для NADPH, 40 мкг/мл для кожної послідовності dsRNA, див. Таблицю 4) 
або розчином суміші (80 мкг/мл кінцева концентрація), що містить всі три гени (20 мкг/мл для 5 

кожної з чотирьох послідовностей dsRNA) протягом 24 годин. Свіже насіння томату не 
промивати і відразу ж обробили молекулами dsRNA в кінцевій концентрації 66 мкг/мл (для 
інгібітора апоптозних білків), 133 мкг/мл (для NADPH) або розчином суміші (80 мкг/мл кінцева 
концентрація), що містить dsRNA, націлену на ці два гени, протягом 48 годин. Оброблене 
насіння проростили і виростили з них рослини. Контрольне насіння, що не було оброблене 10 

dsRNA, направленої проти генів S. littoralis, а були інкубовані зі схожим розчином, або яким не 
містить dsRNA, або яким містить dsRNA,направлену проти неспорідненого гена, такого як GUS, 
проростили і вирощували поруч з обробленими рослинами. Листя оброблених і контрольних 
рослин помістили на чашки Петрі і використовували як єдине джерело харчування для S. 
littoralis (зазвичай, приблизно 5 гусениць на одну чашку). Сукупна маса тіла гусениць 15 

реєструвалася на початку кожного експерименту і відстежувалася протягом його. При 
необхідності додавали нове листя, і їх масу також реєстрували. Збільшення маси тіла гусениць 
обчислювали і використовували як індикатор їх стану і виживання. 

 
Таблиця 4 

 
Послідовності генів Spodoptera littoralis для зниження 

активності і праймери, використані для покоління молекул dsRNA 

 Назва гена Організм SEQ ID NO 

NADPH 
Spodoptera littoralis мРНК NADPH-(цитохром 
P450)-оксидоредуктази, повний cds 
(JX310073.1) 

21 

АТФаза 
Spodoptera littoralis Н(+) - мРНК субодиниці В 
АТФази, частковий cds (AY169409.1) 

22 

Інгібітор апоптозних білків 
Spodoptera littoralis мРНК для інгібітора 
апоптоза (ген ІАР) (AM709785.1) 

23 

Хітинсинтаза 
Spodoptera exigua мРНК хітинсинтази A, 
повний cds (DQ062153) 

24 

dsRNA№1 NADPH  Spodoptera littoralis 25 

dsRNA№2 NADPH  Spodoptera littoralis 26 

dsRNA№1 NADPH прям Spodoptera littoralis 27 

dsRNA№1 NADPH зворот Spodoptera littoralis 28 

dsRNA№2 NADPH прям Spodoptera littoralis 29 

dsRNA№2 NADPH зворот Spodoptera littoralis 30 

dsRNA№1 АТФази  Spodoptera littoralis 31 

dsRNA№1 АТФази прям Spodoptera littoralis 32 

dsRNA АТФази№1 зворот Spodoptera littoralis 33 

dsRNA№1 IAP  Spodoptera littoralis 34 

dsRNA№1 IAP прям Spodoptera littoralis 35 

dsRNA№1 IAP зворот Spodoptera littoralis 36 

dsRNA№1 хітинсинтази  Spodoptera exigua 37 

dsRNA№2 хітинсинтази  Spodoptera exigua 38 

dsRNA№1 хітинсинтази прям Spodoptera exigua 39 

dsRNA№2 хітинсинтази прям Spodoptera exigua 40 

dsRNA№2 хітинсинтази зворот Spodoptera exigua 41 

dsRNA№1 хітинсинтази зворот  Spodoptera exigua 42 

Експеримент 1 20 

Гусениць Spodoptera littoralis помістили в чашки Петрі з листям кукурудзи від пророщеного 
контрольного або обробленого dsRNA насіння і щодня контролювали поїдання листя і 
збільшення маси тіла. Дані по збільшенню маси тіла S. littoralis через 24 години, 48 годин і 5 діб 
показані в Таблиці 5, відповідно. Відзначте негативний вплив на збільшення маси тіла гусениць, 
що харчувалися листям, обробленого dsRNA, у порівнянні з гусеницями, що харчувалися 25 

контрольним необробленим. Збільшення маси тіла гусениць S. littoralis, що харчувалися 
контрольним листям, було нормалізовано до значення "1". 
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Експеримент 2 
У цьому експерименті молекули dsRNA для сайленсінгу генів NADPH або IAP S. littoralis 

використовували для обробки насіння кукурудзи. Листя саджанців, вирощених з цього насіння, а 
також контрольне листя використовували як джерела їжі для 5 гусениць Spodoptera littoralis в 
одній чашці Петрі (дві чашки для кожної обробки). Контрольні листя обробили dsRNA, 5 

направленої проти гена GUS. Збільшення маси тіла реєстрували для контрольної та обробленої 
груп через 48 годин з початку експерименту (Таблиця 5). Найбільший вплив на збільшення маси 
тіла спостерігається у гусениць, що харчувалися листям, обробленим NADPH-dsRNA. 
Збільшення маси тіла S. littoralis, що харчувалися контрольним листям, було нормалізовано до 
значення "1". 10 

Експеримент 3 
У цьому експерименті молекули dsRNA для сайленсінгу генів NADPH або IAP S. littoralis 

використовували для обробки насіння томата. Також була виконана додаткова обробка насіння 
розчином суміші, що містить молекули dsRNA, націлені проти обох генів. Листя від саджанців, 
вирощених з цього насіння, а також контрольне листя використовували як джерела їжі для 5 15 

гусениць Spodoptera littoralis в одній чашці Петрі. Збільшення маси тіла реєстрували для 
контрольної та обробленої груп через 72 години після обробки (див. Таблицю 5). Збільшення 
маси тіла S. littoralis, що харчувалися контрольним листям, було нормалізовано до значення "1". 

Експеримент 4 
У цьому експерименті молекули dsRNA для сайленсінгу генів NADPH, IAP або АТФази S. 20 

littoralis використовували для обробки насіння кукурудзи. Також була виконана додаткова 
обробка насіння розчином суміші, що містить молекули dsRNA, націлені проти всіх трьох генів. 
Листя від саджанців, вирощених з цього насіння, а також контрольне листя використовували як 
джерела їжі для 5 гусениць Spodoptera littoralis в одній чашці Петрі. На четвертий день 
оброблене листя кукурудзи було замінено необробленим листям салату в якості єдиного 25 

джерела їжі. Збільшення маси тіла реєстрували для контрольної та обробленої груп протягом 
періоду до 8 діб. Масу тіла всіх гусениць через 24 години використовували в якості контрольної 
точки, і збільшення маси тіла S. littoralis, що харчувалися контрольним листям, було 
нормалізовано до значення "1". Дані з відносного збільшення маси тіла гусениць, що 
харчувалися контрольним чи обробленим листям кукурудзи, представлені в Таблиці 5. 30 

 
Таблиця 5 

 
Збільшення маси тіла Spodoptera littoralis після  

харчування листями, обробленими dsRNA, через 24 години. 
 

Експеримент Час Контроль NADPH IAP Суміш АТФаза GUS 

 24 години 1,0 0,64 0,38 Н/З 0,8 Н/З 

1 48 годин 1,0 0,69 0,57 Н/З 0,7 Н/З 

1 5 діб 1,0 0,36 0,84 Н/З 0,94 Н/З 

2 48 годин 1,0 0,55 0,9   1,0 

3 48 годин 1 0,55 0,9    

3 72 години 1 0,95 0,91 0,90   

4 5 діб
1 

1,0 0,76 0,73 0,99 1,11  

4 7 діб
2 

1,0 0,88 0,87 0,89 0,91  

4 8 діб
3 

1,0 0,9 0,78 0,97 1,12  
 

1
 Чотири доби - оброблена кукурудза і 1 добу - салат; 

2
 Чотири доби - оброблена кукурудза і 3 доби - салат; 

3
 Чотири доби - оброблена кукурудза та 4 доби - салат. 35 

Н/З - Не застосовується. 
Приклад 8: САЙЛЕНСІНГ ГЕНА PDS-1 В РИСІ СУМІШІ dsRNA/ siRNA 
Насіння рису промивали у промивальному розчині протягом 4 годин при 20 ºC, сушили при 

25 ºC і негайно обробили сумішшю dsRNA/siRNA в сукупній концентрації 5 мкг/мл при 15 ºC. 
Насіння пророщували при кімнатній температурі протягом декількох діб і контролювали 40 

розвиток насінини. Насіння, оброблене PDS і сумішшю dsRNA/siRNA, показало уповільнений 
ріст і затриманий розвиток, що спостерігалось по саджанцям меншого розміру і зменшеному 
коренеутворенню. З міркувань ефективності та для того, щоб збільшити схожість об'єкта, що 
спостерігається, два продуки гена PDS-1 об'єднані (див. Таблицю 6). 

 45 
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Таблиця 6 
 

Два продукта гена PDS-1 для сайленсінгу сумішшю dsRNA/siRNA. 
 

Назва послідовності Організм Ідентифікаційний номер NCBI SEQ ID NO 

dsRNA1 PDS1 фітоїн-десатурази  Zea mays BT084155.1 43 

dsRNA1 PDS2 фітоїн-десатурази Zea mays BT084155.1 44 

 
Цей експеримент виконали в трьох біологічних повторах, і результи представлені на Фіг. 2A-

B. 
Приклад 9: Знебарвлення хлорофілу і інгібування росту після сайленсінгу PDS 
Насіння рису обробили відповідно до Прикладу 8 і контролювали їх подальший розвиток і 5 

ріст саджанців. Через 30 діб після обробки для сайленсінгу PDS-1 реєстрували загальний 
фенотип двох груп рослин, контрольної та з пригніченим PDS. Повідомлялося, що сайленсінг 
PDS викликає знебарвлення хлорофілу і інгібування росту (Peretz et al., 2007, Plant Physiol 145: 
1251-1263), що корелюється з фенотипом рослин з пригніченим PDS у винаході. Оброблені 
рослини рису через 30 діб виглядали меншими за розміром і блідішими за кольором, відповідно, 10 

в порівнянні з контрольними рослинами. 
Приклад 10: Детекція двох продуктів гена PDS-1 за допомогою плр у реальному часі 
Після обробки сумішшю dsRNA/siRNA (співвідношення 1:1) відповідно до Прикладу 8 рівні 

експресії продуктів гена PDS-1 визначили за допомогою ПЛР в реальному часі, використовуючи 
спеціально розроблені праймери: 15 

Прямий: GATTGCTGGAGCAGGATTAG SEQ ID NO: 45; 
Зворотний: CCCTTGCCTCAAGCAATATG, SEQ ID NO: 46. 
Для цілей нормалізації також визначили експресію UBQ5, використовуючи праймери: 
Прямий - ACCACTTCGACCGCCACTACT, SEQ ID NO: 47; 
Зворотний - ACGCCTAAGCCTGCTGGTT, SEQ ID NO: 48. 20 

Результати показані на Фіг. 3A-C. 
Приклад 11: Сайленсінг гена-мішені HAP2E 
Насіння рису обробили за протоколом, описаним в Прикладі 1. Насіння промивали протягом 

4 годин при кімнатній температурі, сушили протягом ночі при 25 ºС і відразу ж обробили dsRNA 
Hap2e в концентрації 152 мкг/мл протягом 41 годину при 15 °C (послідовність dsRNA Hap2e див. 25 

в Таблиці 7). Контрольні та оброблені dsRNA Hap2e насіння рису, які проросли через 5 діб після 
обробки, не показали будь-яких відмінностей у розвитку їх коренів. РНК екстрагували з пагонів 
пророслого насіння через 5 і 7 діб після проростання, і виконали ЗТ-ПЛР. Після перевірки 3 
різних наборів праймерів (див. Таблицю 7), розташованих на різних ділянках молекули dsRNA 
(Таблиця 8, що показує кратну зміну відносно контролю), кращий набір праймерів (набір 3) 30 

використовували для оцінки рівнів експресії ендогенного Hap2e в рослинах, оброблених dsRNA, 
проти контрольних (необроблених) рослин. Зниження експресії мРНК Hap2e в оброблених 
рослинах на рівні понад 50% сайленсінгу в порівнянні з контрольними рослинами було 
досягнуто з ефективністю 31,25% (Таблиця 9). 

Інші насінини рису обробили dsRNA Hap2e в концентрації 145,7 мкг/мл в тих же умовах. ЗТ-35 

ПЛР з використанням випадкових праймерів + Oligo dT на РНК, екстрагованої з саджанців через 
18 діб після проростання, також показала зниження експресії мРНК Hap2e в рослинах, 
оброблених dsRNA (Таблиця 10), на рівні 50% зниження експресії з ефективністю більше 25% у 
порівнянні з контрольними. 

40 
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Таблиця 7 

 
Праймери, використані для ЗТ-ПЛР молекули dsRNA Hap2e. 

 

Набір 
прай-
мерів 

Розташування 
набору праймерів 

Назва і напрямок 
праймеру 

Послідовність праймера 
SEQ ID 

No.: 

1 В dsRNA 
osaHAP2E501F3 ACCGGCATCAGCTCAGTCTC 49 

osaHAP2E589R3 TGCTGTTCTCTGGGCACAGG 50 

2 В місці з'єднання 
osaHAP2E11F5 TCCCCTCAGATATTAACAAC 51 

osaHAP2E108R5 AGGAGGAAAGGCAGCTTCTGTG 52 

3 Поза dsRNA 
osaHAP2E122F7 GTGACTCGTCACCAACAAAG 53 

osaHAP2E202R7 TGTGTTGTCCGTTGAGACTG 54 

 
Таблиця 8 

 
Оцінка праймерів при обробці насіння рису dsRNA Hap2e (мішень mir 169) 

 

 Контроль EM47766 EM47767 EM47769 EM47772 EM47773 

Набір праймерів 1 1,0 0,87 0,7 - 0,81 0,62 

Набір праймерів 2 1,0 0,99 0,82 - 0,89 0,44 

Набір праймерів 3 1,0 0,76 0,73 - 0,78 0,4 

 
Кратна зміна відносно необроблених контрольних рослин (контроль = 1.0) 
 5 

Таблиця 9 
 

Обробка насіння рису dsRNA Hap2e (мішень mir 169) через 7 діб 
 

 Контроль EM47796 EM47798 EM47799 EM47803 EM47804 EM47769 

Відносна 
кратна зміна 

1,0 0,41 0,77 0,52 0,47 0,83 0,0 

 
Кратна зміна відносно необроблених контрольних рослин (контроль = 1.0) 
 

Таблиця 10 
 

Обробка насіння рису dsRNA Hap2e (мішень mir 169) через 18 діб.  
 

Контроль 
EM 

49050 
EM 

49051 
EM 

49052 
EM 

49053 
EM 

49054 
EM 

49056 
EM 

49047 
EM 

49060 
EM 

49061 
EM 

49063 
EM 

49064 

1,0 0,33 0,41 0,93 0,54 0,65 0,54 0,73 0,73 0,90 0,64 0,96 

 
Кратна зміна відносно необроблених контрольних рослин (контроль = 1.0) 10 

Приклад 12: Сайленсінг гена-мішені NFY у насінні кукурудзи 
Насіння кукурудзи обробили за протоколом, описаним в Прикладі 1. Насіння промивали 

протягом 4 годин при кімнатній температурі, сушили протягом ночі при 30 °C і відразу ж 
обробили dsRNA NFY в концентрації 56 мкг/мл протягом 40 годин при 15 °C (послідовність 
dsRNA NFY див. в Таблиці 11). ЗТ-ПЛР на РНК, екстрагованої з контрольного і обробленого 15 

dsRNA NFY насіння кукурудзи через 10 діб після проростання була виконана для визначення 
рівня експресії гена-мішені NFY мішень (див. Таблицю 11). Зниження експресії гена було 
успішно досягнуто, що показано в Таблиці 12. 
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Таблиця 11 

 
Праймери, використані для ЗТ-ПЛР молекул 

dsRNA NFY в насінні кукурудзи 3 через 10 діб після проростання 
 

Назва і напрямок праймеру Послідовність праймеру SEQ ID No.: 

zma-NFYA3_345 F3 TCGGAAGCCGTACCTTCGTG 55 

zma-NFYA3 _442R3 CCTGGAGCTGCTGCTTTGTG 56 

zma-NFYA3_457F4 TACCAGGCGTCGAGTGGTTC 57 

zma-NFY-A3_542R4 GAAGAGGGCGTGCAAATGGG 58 

 
 

Таблиця 12 
 

Обробка насіння кукурудзи dsRNA NFY (мішень mir169). 
 

Контроль EM 48006 EM 48007 EM 48009 EM 48010 EM 48011 EM 48012 EM 48013 EM 48014 

1,0 0,51 0,62 0,67 0,33 0,50 0,76 0,85 0,11 

 
Кратна зміна відносно необроблених контрольних рослин (контроль = 1.0) 5 

Приклад 10: Сайленсінг гена-мішені NFY в насінні томатів 
Насіння томату обробили за протоколом, описаним в Прикладі 1. Насіння без промивання 

обробили dsRNA NFY в концентрації 200 мкг/мл протягом 24 годин при 15 ºC, насіння двічі 
коротко промили і відразу ж висадили в грунт без сушіння. ЗТ-ПЛР на РНК, екстрагованої з 
контрольного і оброблеого dsRNA NFY насіння томата через 3 тижні після проростання, 10 

виконали для визначення рівня експресії гена-мішені NFY (див. Таблицю 13). Зниження 
експресії гена було успішно досягнуто, як показано в Таблиці 14. 

Рослини томата через 55 діб після обробки молекулами dsRNA NFY порівняли з 
контрольними рослинами того ж віку. При порівнянні були очевидні великі відмінності між 
фенотипами, найбільш помітним було зрушення у рості, причому оброблені рослини були 15 

значно коротшими необроблених контрольних рослин (Фіг. 4). 
 

Таблиця 13 
 

Праймери, використані для ЗТ-ПЛР молекул dsRNA NFY в томатах, і продукт dsRNA NFY 
 

Назва послідовності Послідовність 
SEQ ID 

No.: 

slyNFYA125F3 CTATTGCGTGTGCTCCAAAC 59 

slyNFYA212R3 ACATGAGGAGGAACCAAAGG 60 

Продукт 1 dsRNA NFY  

CTAATACGACTCACTATAGGGAGAGGCTCAAGAACCAGTT
TATGTTAATGCTAAGCAGTATCGAAGGATCCTGCAGCGAA
GACAGTCACGTGCTAAAGCAGAACTTGAAAAGAAGCAAAT
AAAGGGTAGAAAGCCATATCTTCACGAGTCTCGACATCAG
CATGCACTGAGGAGGGTAAGGGCCTCGGGTGGACGTTTT
GCCAAAAAGACAGATGCTTCTAAGGGTACTGGTTCTGTGA
GTTCATCGGGTTCTGAACCTTTGCAGTTCAATGCTGCTGA
TATTCAAAAGAGGAATGAAAATGGAAGGTTGGCCGAGCTT
CAGCAGTCTTATTCAAATGGTAGCAGTTATGGCAATCAAA
GTAGCTTTCAAGAATCCAAGGATGAGTACCAGTTTGCTAA
AAGCAGGGAAGGAGGTTTTTTTGTCAAGTAATTGGAGATA
CGTTCATGTGTAAACTAGCTCTTGCCCTCTCCCTATAGTG
AGTCGTATTAG 

61 
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Продовження таблиці 13 
 

Продукт 2 dsRNA NFY  

CTAATACGACTCACTATAGGGAGAGCAGTTATGGCAATCA
AAGTAGCTTTCAAGAATCCAAGGATGAGTACCAGTTTGCT
AAAAGCAGGGAAGGAGGTTTTTTTGTCAAGTAATTGGAGA 
TACGTTCATGTGTAAACTAGCTCTTGCCCTGCAACGAGGG
TAGAGTATGAGCAAGAGGAGTTTACAGGGATTGTTTCATT
TCTTGGCTTTTCAAGATAGGCGGCAATTCATTCTTGGCTTT
TTACTTTAGTGTTAAAGGGAGCAACAGAGGTGACGAGGGT
ATCAGTGTTGCAGCATTTGCTTGGAGATTACATCTTCCCTT
ATGTACAGAGATGGATGAACTTAGAACTAGGATTAGAAAG
TTTTTCAGTAAGTTTATGTTTGGCCAGTTACTGTAGTTTTA
GTTTAGGAGACCATGTAAAAAGGTTGTTAGTTTTGCAAAA
GGATCTTTTTTCTTTCCCTAATTGGTGCATTCTCCCTATAG
TGAGTCGTATTAG 

62 

 
Таблиця 14 

 
Обробка насіння томату dsRNA NFY (мішень mir169) через 3 тижні 

 

 
Рослина 

EM 49778 EM 49812 EM 49816 EM 49818 EM 49819 EM 49826 EM 49827 EM 49829 

Відносна 
кратна зміна 

1,0 0,8 0,9 0,5 0,6 0,9 0,8 0,6 

Рослина 
EM 
49832 

EM 
49833 

EM 
49834 

EM 
49835  

EM 
49836 

EM 
49837 

EM 
49838 

EM 
49839 

Відносна 
кратна зміна 

0,7 0,8 0,9 0,5 0,9 0,5 0,5 0,8 

 
Кратне зміна відносно необроблених контрольних рослин (контроль = 1.0) 
Приклад 11: Сайленсінг гена-мішені NAC у насінні кукурудзи 5 

Насіння кукурудзи обробили за протоколом, описаним в Прикладі 1, насіння промивали 
протягом 4 годин при кімнатній температурі, сушили протягом ночі при 30 °C і відразу ж 
обробили dsRNA NAC в концентрації 90 мкг/мл протягом 40 годин при 15 °C і відразу ж 
проростили (послідовність dsRNA NAC див. у Таблиці 15). ЗТ-ПЛР на РНК, екстрагованої з 
контрольного і обробленого dsRNA NAC насіння кукурудзи через 10 діб після проростання, була 10 

виконана для визначення рівня експресії гена-мішені NAC (див. Таблицю 15). Зниження 
експресії гена було успішно досягнуто, як показано в Таблиці 16. 

 
Таблиця 15 

 
Праймери, використані для ЗТ-ПЛР молекул dsRNA NAC в кукурудзі 

 

Назва і напрямок праймеру Послідовність праймеру SEQ ID No.: 

zmaNAC5_267F3 CGAGTCGGGATACTGGAAGG 63 

zmaNAC5_342R3 CTTCTTCATGCCGACGAGGG 64 

zmaNAC5_187F4 ACGATGGGCGAGAAGGAGTG 65 

zmaNAC5_250R4 TCAGTCCCGTCGGGTACTTG 66 

 
Таблиця 16 

 
Обробка насіння кукурудзи dsRNA NAC (мішень mir164) через 10 діб після проростання 

 

Рослина Контроль 1 2 3 4 5 6 7 

Відносна кратна зміна 1,0 0,22 0,14 0,22 0,20 0,43 0,16 0,55 

Рослина 8 9 10 11 12 13 14  

Відносна кратна зміна 0,00 0,09 0,13 0,21 0,26 0,26 0,18  

 15 

Кратна зміна відносно необроблених контрольних рослин (контроль = 1.0) 



UA   118841   C2 

51 

Приклад 12: Сайленсінг гена-мішені ARF-8 в насінні рису 
Насіння рису обробили за протоколом, описаним в Прикладі 1, насіння промивали протягом 

4 годин, сушили протягом ночі при 20 °C і відразу ж обробили dsRNA ARF-8 в концентрації 66,2 
мкг/мл протягом 42 годин при 15 °C. ЗТ-ПЛР на РНК, екстрагованої з контрольного і 
обробленого dsRNA ARF-8 насіння рису через 18 діб після проростання, була виконана з метою 5 

визначення рівня експресії гена-мішені ARF-8 (див. Таблицю 17). Зниження експресії гена було 
успішно досягнуто, як показано в Таблиці 18 і Таблиці 19. 

 
Таблиця 17 

 
Праймери, використані для ЗТ-ПЛР молекули dsRNA ARF-8 кукурудзи і продукт dsRNA ARF-8 

 

Назва послідовності Послідовність 
SEQ ID 

No.: 

osaARF8_140F3 AGGGTCACATCCCGAACTAC 67 

osaARF8_233R3 ACCTCGTCAGTCTCCACATC 68 

osaARF8_1674F4 GTTGGATTCGAGCTTCCTTC 69 

osaARF8_1757R4 TGCTGCTGCTCACTAGCTAC 70 

Продукт dsRNA ARF8  

CTAATACGACTCACTATAGGGAGACAGTCCGTTGGCCTAGTTCCT
ATTGGAGATCTGTGAAGGTTGGTTGGGATGAATCAACTGCAGGG
GAAAGACCACCAAGAGTTTCTTTATGGGAAATTGAACCATTGACA
ACCTTTCCAATGTATCCATCTCTGTTCCCACTGAGAGTTAAGCAT
CCTTGGTATTCAGGAGTTGCTTCCCTGCATGATGACAGCAATGCT
TTAATGTGGCTGAGAGGAGTTGCTGGTGAGGGAGGTTTTCAGTC
TCTGAACTTTCAGTCACCTGGTATTGGCTCCTGGGGACAACAGA
GGCTCCATCCATCCTTACTGAGCAGCGATCACGATCAGTACCAA
GCAGTAGTTGCTGCTGCTGCTGCTTCCCAATCTGGTGGTTACTTA
AAACAGCAATTCTTGCACCTTCAGCAACCTATGCAGTCCCCTCAA
GAACACTGCAACCTCAACCCTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAG 

71 

 
Таблиця 18 

 
Обробка насіння рису dsRNA ARF-8 (мішень mir167) через 18 діб після проростання 

 

Рослина Контроль EM 48977 EM 48983 EM 48984 EM 48986 EM 48987 EM 48989 

Кратна зміна 1,0 0,67 0,28 0,86 0,74 0,59 0,47 

 10 

Кратна зміна відносно необроблених контрольних рослин (контроль = 1.0) 
 

Таблиця 19 
 

Обробка насіння рису dsRNA ARF-8 (мішень mir167) через 18 діб після проростання 
 

Рослина 
Кон-

троль 
EM 

49194 
EM 

49196 
EM 

49198 
EM 

49200 
EM 

49201 
EM 

493203 
EM 

49204 
EM 

49206 
EM 

49209 

Кратна зміна 1,0 0,44 0,88 0,45 0,22 0,26 0,12 0,06 0,31 0,92 

 
Кратна зміна відносно необроблених контрольних рослин (контроль = 1.0) 
Приклад 13: Сайленсінг гена-мішені SPL17 в насінні рису 15 

Насіння рису обробили за протоколом, описаним в Прикладі 1, насіння промивали протягом 
4 годин, сушили протягом ночі при 20 °C і відразу ж обробили dsRNA SPL17 в концентрації 200 
мкг/мл протягом 41 години при 15 °C (послідовність dsRNA SPL17 дивіться в Таблиці 20). 
Контрольне та оброблене dsRNA SPL17 насіння рису, що проросло через 5 діб після обробки, 
не показало будь-яких візуальних відмінностей. РНК екстрагували з пагонів віком 5 діб цього 20 

пророслого насіння і виконали ЗТ-ПЛР, щоб визначити рівні експресії SPL17 в групах 
контрольних і оброблених рослин. Перевірили два різних набори праймерів (див. Таблицю 20), 
розподілені на різних ділянках молекул dsRNA (Таблиця 21). При виконанні ЗТ-ПЛР на РНК, 
екстрагованої з рослин віком 14 тижнів, було досягнуто зниження експресії мРНК SPL17 в 
оброблених рослинах з високою ефективністю в порівнянні з контрольними рослинами 25 

(Таблиця 22). 
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Таблиця 20 

 
: Праймери, використані для ЗТ-ПЛР 

молекул dsRNA SPL17 в насінні рису через 5 діб після проростання 
 

Набір і розташування 
праймерів 

Назва послідовності Послідовність праймера 
SEQ ID 

No.: 

1 – в dsRNA 
osaSPL17_119F3 CTCAGCCATGGGATACTACC 72 

osaSPL17_189R3 GCTGGCCGTTGACGACATTG 73 

2 – поза dsRNA 
osaSPL17_55F4 ACCTCAGGTGGATGTCTC 74 

osaSPL17_151R4 TGCTGGTGCTTTGGGTAG 75 

 
Таблиця 21 

 
Обробка насіння рису dsRNA SPL17 (мішень mir156) через 5 діб після проростання 

 

Рослина Контроль EM 47708 EM 47709 EM 47710 EM 47711 EM 47712 

Набір праймерів 1 1 1,42 3,14 11,97 2,33 9,01 

Набір праймерів 2 1 0,76 0,92 1 0,69 0,84 

 
Кратна зміна відносно необроблених контрольних рослин (контроль = 1,0) 
 5 

Таблиця 22 
 

Обробка насіння рису dsRNA SPL17 (мішень mir156) через 14 тижнів після проростання. 
 

Рослина Контроль EM 49502 EM 49503 EM 49511 EM 49513 EM 49515 EM 49517 EM 49519 

Кратна зміна 1,0 0,085 0,141 0,27 0,337 0,275 0,129 0,321 

 
Кратна зміна відносно необроблених контрольних рослин (контроль = 1,0). 
Приклад 15: Сайленсінг мікро РНК генів-мішеней комплементарної dsRNA/siRNA 
Висока специфічність та ефективність посттранскрипційного сайленсінгу генів специфічної 

до гену-мішені dsRNA зробила його переважним способом створення переважного фенотипу 10 

еукаріотичних організмів, при цьому експресія одного або декількох генів знижується або 
вимикається. Специфічні послідовності dsRNA, призначені для сайленсінгу генів-мішеней 
мікроРНК кукурудзи (Zea mays) і рису (Oryza sative). Більш конкретно, будуть використані 
мікроРНК, які, як відомо, асоціюються з підвищеною толерантністю до абіотичних стресів. У 
Таблиці 23, нижче, представлені кілька прикладів послідовностей генів-мішеней, які продуковані 15 

із використанням ПЛР-ампліфікації, щоб перевірити здатність до сайленсінгу генів сумішшю їх 
dsRNA/siRNA. Ці молекули dsRNA потім будуть використані для нокдауну ендогенного рівня 
обраних генів-мішеней. 

 
Таблиця 23 

 
Послідовності генів-мішеней і праймери для ПЛР 

 

Назва послідовність Організм SEQ ID NO 

miR169/NFY-A3 Zea mays 76 

miR169/NFY-A3 прямий Штучна послідовність 77 

miR169/NFY-A3 зворотний Штучна послідовність 78 

miR169/NFY-A3 прямий Штучна послідовність 79 

miR169/NFY-A3 зворотний Штучна послідовність 80 

HAP2 Oryza sativa 81 

HAP2 прямий Штучна послідовність 82 

HAP2 зворотний Штучна послідовність 83 

HAP2 прямий Штучна послідовність 84 

HAP2 зворотний Штучна послідовність 85 

miR156/SPL17 Oryza sativa 86 
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Продовження таблиці 23 
 

miR156/SPL17 прямий Штучна послідовність 87 

miR156/SPL17 зворотний Штучна послідовність 88 

miR156/SPL17 прямий Штучна послідовність 89 

miR156/SPL17 зворотний Штучна послідовність 90 

miR156/SBP-A3 HQ858696.1 Zea mays 91 

miR156/SBP-A3 прямий Штучна послідовність 92 

miR156/SBP-A3 зворотний Штучна послідовність 93 

miR156/SBP-A3 прямий Штучна послідовність 94 

miR156/SBP-A3 зворотний Штучна послідовність 95 

miR164/NAC NM_001064881.1 Oryza sativa 96 

miR164/NAC прямий Штучна послідовність 97 

mir164/NAC зворотний Штучна послідовність 98 

miR164/NAC прямий Штучна послідовність 99 

mir164/NAC зворотний Штучна послідовність 100 

NAC5 NM_001154298.1 Zea mays 101 

NAC5 прямий Штучна послідовність 102 

NAC5 зворотний Штучна послідовність 103 

NAC5 прямий Штучна послідовність 104 

NAC5 зворотний Штучна послідовність 105 

 
Приклад 16: Сайленсінг гену ARF-8 в насінні томатів 
Насіння томату обробили за протоколом, описаним в Прикладі 1, непромите насіння 

обробили dsRNA ARF-8 в концентрації 200 мкг/мл протягом 24 годин при 15 °C і відразу ж 5 

висадили в грунт. Рівні експресії гена досліджували, використовуючи ЗТ-ПЛР, через 3 і 8 тижнів 
після обробки (див. Таблицю 25). Зміни в експресії були досягнуті в рослинах, оброблених 
dsRNA, через 3 тижні після обробки (Таблиця 24). 

 
Таблиця 24 

 
Обробка насіння томату dsRNA ARF-8 

(мішень mir167) через 3 тижні і 8 тижнів після проростання 
 

Рослина Контроль EM 49933 EM 49950 EM 49951 EM 49952 

3 тижні 1,0 0,6 0,6 0,5 0,8 

Рослина EM 49953 EM 49954 EM 49955 EM 49957  

3 тижні 0,8 0,5 0,6 0,9  

Рослина Контроль EM 50374 EM 50377 EM 50378 EM 50379 

8 тижнів 1,0 0,97 0,68 0,98 0,68 

Рослина EM 50381 EM 50383 EM 50398 EM 50399 EM 50402 

8 тижнів 0,60 0,69 0,47 0,99 0,47 

 10 

Кратна зміна відносно необроблених контрольних рослин (контроль = 1.0) 
Рослини, які обробили молекулами dsRNA, специфічними для гена ARF8, показали 

фенотипічну відмінність в порівнянні з контрольними рослинами. Ця фенотипічна відмінність 
спостерігалася в різні моменти часу (55, 62 і 72 діб) і проявлялася як зниження висоти (Фіг. 5A-
C), при цьому середня висота контрольних рослин становила ~ 36 см, висота рослин, 15 

оброблених dsRNA, становила, в середньому , ~ 30 см (Фіг. 5D). На додаток до їх меншої 
висоти (затримка розвитку по вертикалі), рослини, оброблені dsRNA, виявилися більш 
гіллястими (збільшення розвитку по горизонталі) в порівнянні з контрольними рослинами. Таким 
чином, рослини, оброблені dsRNA, специфічної для ARF8, були коротшими і більш гіллястими в 
порівнянні з їх контрольними зразками через 55 і 72 діб після обробки. 20 
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Таблиця 25 

 
Праймери, використані для ЗТ-ПЛР молекул dsRNA ARF-8 у томата і продукт dsRNA ARF-8 

 

Назва 
послідовності 

Послідовність 
SEQ ID 

No.: 

slyARF_8_1816F4 CCTCAACAGTCCTGGATGTC 106 

sly ARF_8_1896R4 CCCGTAAGTTGGAAGTGATG 107 

Продукт 1 dsRNA 
ARF 8  

CTAATACGACTCACTATAGGGAGAGCTTCTCCTCCCTACAACTGTG
TCTAACGTCGCTACTACATCAATTGATGCTGATATATCCTCTATGCC
ACTAGGGACTTCTGGATTTCCGAATCCCTTGTATAGTTATGTGCAAG
ATTCTACTGACTTGTTGCATAATGTAGGGCAAGCTGATGCACAAACT
GTGCCCCGTACATTTGTCAAGGTTTACAAATCAGCGTCCCTTGGGA
GGTCATTGGACATCACTCGGTTCAACAGCTATCATGAGCTGCGACA
GGAATTAGGGCAGATGTTCGGTATCGAAGGGTTGCTTGAAGACCCT
CAAAGATCAGGCTGGCAGCTTGTATTTGTTGACAGGGAGAATGATG
TCCTTCTCCTTGGAGACGATCCGTGGGAGGAATTTGTCAATAA 
TGTTTGGTACATCAAAATTCTTTCACCCGAGGATGTGCAGAAACTG
GGGAAAGAGGAGGTTGGATCCCTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAG 

108 

Продукт 2 dsRNA 
ARF 8 

CTAATACGACTCACTATAGGGAGATGGGAGATTGAGCCTTTGACTA
CTTTTCCGATGTATCCATCTCTTTTTCCTCTAAGGCTAAAGAGGCCT
TTCTATCAAGGAACCTCATCTTATCAGGATAGTAACAATGAAGCTAT
TAATCGAATGTCATGGTTAAGAGGGAATGCTGGTGAGCTAGGACAT
CATTCAATGAATCTTCAGTCTTTTGGCATGCTTCCTTGGATGCAACA
GAGAGTCGATTCAACAATTCTCCCAAATGATATTAATCAGCACTATC
AAGCTATGCTGGCTACTGGCTTGCAAAGTTTTGGGAGTGGAGATTT
ACTGAAACAGCAATTAATGCAGTTTCAGCAGCCTGTCCAATATCTGC
AACATGCAAGTACTGAGAATTCAATTTTGCATCAGCAGCAGCAGCA
GCAGCAGCAAATAATGCAGCAAGCAGTTCATCAGCATATGCTGCCT
GCTCAAACCCAAATGCTGTCAGAGAACCTTCAAAGGCAATCCCAGC
ATCAATCCATCTC CCTATAGTGAGTCGTATTAG 

109 

 
Приклад 17: Сайленсінг гену FW2.2 в насінні томатів 
Насіння томату обробили за протоколом, описаним в Прикладі 1, непромите насіння 

обробили dsRNA FW2.2 в концентрації 100 мкг/мл протягом 24 годин при 15 °C і відразу ж 5 

висадили в грунт. Рівні експресії гена досліджували, використовуючи ЗТ-ПЛР, через 9 тижнів 
після проростання (праймери вказані в Таблиці 26). Було детектоване приблизно дворазове 
зниження рівня експресії FW2.2 в рослинах, оброблених dsRNA, у порівнянні з контрольними 
рослинами (Фіг. 6). 

Навіть у такому випадку рослини, які обробили молекулами dsRNA, специфічної для гена 10 

FW2.2, не показали фенотипічних відмінностей в порівнянні з контрольними рослинами, що 
прибирає токсичний ефект як альтернативне пояснення фенотипічних ефектів з Прикладу 15. 
Рослини мали схожу висоту і зовнішній вигляд через 72 діб після обробки. 

Приклад 17: Зниження експресії гену DELLA в рисі призводить до більш розвинутих коренів 
у пророслого насіння 15 

Насіння рису обробили за протоколом, описаним в Прикладі 1, насіння промивали протягом 
4 годин, сушили протягом 24 годин при кімнатній температурі і відразу ж обробили dsRNA 
DELLA в концентрації 66 мкг/мл протягом 36 годин при 15 °C. Насіння рису обробили dsRNA, 
направленої проти гена Della (див. Таблиця 28), який є відомим репресором росту рослини. 
Саджанці Arabidopsis з геном-мутантом Della більші і мають довшу кореневу систему (Josse, 20 

EM, Gan, Y., Bou-Torrent, J., Stewart, KL, Gilday, AD, Jeffree, CE, Vaistij, FE, Martínez-García , JF, 
Nagy, F., Graham, IA, and Halliday, KJ (2011). A DELLA in disguise: SPATULA restrains the growth 
of the developing Arabidopsis seedling. Plant Cell 23: 1337-1351.). На Фіг. 7 показана імітація 
фенотипів Arabidopsis з використанням насіння, обробленого dsRNA, при цьому оброблені 
саджанці більші і мають більш довше коріння ніж контрольні саджанці. 25 
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Таблиця 26 

 
Праймери, використані для ЗТ-ПЛР молекул dsRNA FW2.2 у томата і продукт dsRNA FW2.2 

 

Назва 
послідовності 

Послідовність 
SEQ 

ID No.: 

slyFW2_316F2 GAGGCACCTTGTGTTGATTG 110 

slyFW2_406R2 CAAAGCCACGGTTCTTAAGC 111 

Продукт dsRNA 
FW2.2  

CTAATACGACTCACTATAGGGAGATCCAGGTCCAATGAAACAACCTTAT
GTTCCTCCTCACTATGTATCTGCCCCCGGCACCACCACGGCGCGGTGG
TCGACTGGTCTTTGTCATTGTTTTGATGACCCTGCTAACTGTTTAGTTAC
TAGTGTTTGCCCTTGTATCACCTTTGGACAGATTTCTGAAATACTAAACA
AAGGAACAACTTCATGTGGGAGTAGAGGTGCATTATATTGTTTGCTGGG
ATTGACAGGATTGCCTAGCCTATATTCCTGCTTCTACAGGTCTAAAATGA
GGGGGCAATATGATCTGGAAGAGGCACCTTGTGTTGATTGTCTTGTACA
TGTATTCTGTGAACCTTGTGCTCTTTGCCAAGAATACAGAGAGCTTAAGA
ACCGTGGCTTTGATATGGGAATAGGGTGGCAAGCTAATATGGATAGACA
AAGCCGAGGAGTTACCATGCCCCCTTATCATGCAGGCATGACCTCTCCC
TATAGTGAGTCGTATTAG 

112 

 
Приклад 18: Зниження експресії гену nrr у рисі призводить до більш розвинутих коренів та 

пагонів у пророслого насіння 
Насіння рису обробили за протоколом, описаним в Прикладі 1, насіння промивали протягом 5 

4 годин, сушили протягом 24 годин при кімнатній температурі і відразу ж обробили dsRNA NRR 
в концентрації приблизно 4 мкг/мл протягом 36 годин при 15 °C. Насіння рису обробили dsRNA, 
направленої проти гена NRR, який, як встановлено, регулює ріст коренів у відповідь на 
макронутрієнти в рисі (Zhang et al., 2 012, Mol Plant 5 (1): 63-72). Доведено, що саджанці 
трансгенного рису з рівнями NRR, зниженими з використанням RNAi, мають більш довше 10 

коріння при вирощуванні в умовах нестачі азоту. На Фіг. 8 показана імітація цього фенотипу з 
використанням dsRNA-обробки насіння, при цьому саджанці, отримані з обробленої насінини, 
більші і мають більш довше коріння ніж контрольні саджанці. 

Приклад 19: Одночасний сайленсінг трьох ендогенних генів 
У даному Прикладі перевірено ефект одночасного сайленсінгу трьох генів. Насіння рису 15 

обробили за протоколом, описаним в Прикладі 1, насіння промивали протягом 4 годин, сушили 
протягом ночі при кімнатній температурі і відразу ж обробили розчином, що містить суміш 
(кінцева концентрація 152,7 мкг/мл) dsRNA проти трьох генів: Hap2e ( 59,9 мкг/мл, див. Таблицю 
28), Della (44 мкг/мл, див. Таблицю 28, нижче) і SQS (48,4 мкг/мл, див. Таблицю 28, нижче) 
протягом 42 годин при 15 °C. РНК екстрагували з пагонів пророслого насіння через 18 діб після 20 

проростання і виконали ЗТ-ПЛР для кожного з цих трьох генів (див. Таблицю 28, нижче). Як 
можна бачити в Таблиці 29, зниження експресії всіх трьох генів було високоефективним, при 
цьому оброблені рослини показали зниження експресії кожного окремого гена в різних 
величинах, від мінімального зниження на 10% до повного сайленсінгу гена (дорівнює 100% -му 
зниженню експресії). 25 

Таблиця 27 

Продукти молекул dsRNA NRR в рисі 

Назва 
послідовності 

Послідовність 
SEQ ID 

No.: 

Продукт 1 
dsRNA NRR 

CTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGCTCCTGAACCCATCATTGAAGA
ACCAGTGCTTAGCCTTGATCCAGTTGCAGCAGCCATTTCGATGATGTC
TGGCAGTGAGAACGTAATGGATGAAACTATAGAGGTTGCAGATATCAG
CGACATTCAGAATGACTCTCTTTTAAGCGAAGTATTATACGAGTGCGAG
AAGGAACTCATGGAGAAGTCCGCAATCGAAGAGACTATTTCTGAACTG
CTGGACGTCAAGATTCCTATGCTGCAAGTGGAAGAGTTCCCTAGGGAA
ACCCAAGTACAACTACCGGCCATGGAGAAGGAGAAGCCATCAGTTCCT
GAATGTTGTTCACTCCAGAAAAGTGTCAGTTCTGGGTGCCTCAACTCA
GCTGATTGGATCAATGGACCAGCCAGGCCAAACTTCCTGGACTTCCAA
GGATTGGACTTTGAGACAGCGTTTGGGTTGAGGAGGGCATACAGCGA
AGGAGACATTCTCCCTATAGTGAGTCGTA TTAG 

113 
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Продовження таблиці 27 
 

Продукт 2 
dsRNA NRR 

CTAATACGACTCACTATAGGGAGACATGGAGAAGTCCGCAATCGAAGA
GACTATTTCTGAACTGCTGGACGTCAAGATTCCTATGCTGCAAGTGGA
AGAGTTCCCTAGGGAAACCCAAGTACAACTACCGGCCATGGAGAAGG
AGAAGCCATCAGTTCCTGAATGTTGTTCACTCCAGAAAAGTGTCAGTTC
TGGGTGCCTCAACTCAGCTGATTGGATCAATGGACCAGCCAGGCCAA
ACTTCCTGGACTTCCAAGGATTGGACTTTGAGACAGCGTTTGGGTTGA
GGAGGGCATACAGCGAAGGAGACATTCAGAATCTTGGAGCTAGCACC
CCTCGACCCGGGAACTCAGGAAACGCTCAATTAGCATCTTGCGAGAG
GCTTGTAACCATCAGTGACCTGAAATCTGAAGAAAGGAAGCAGAAGCT
ATCTAGGTACAGAAAGAAGAAGGTGAAGAGAAACTTTGGCAGAAAGAT
CAAGTATGCTTGCAGGAAGGCTCTCTCCCTA TAGTGAGTCGTATTAG 

114 

 
Таблиця 28 

 
Праймери, використані для аналізу шляхом ЗТ-ПЛР 

на рівень експресії генів Hap2e, Della і SQS і продукти dsRNA 
 

Назва послідовності Послідовність 
SEQ ID 

No.: 

osaHAP2E122F7 GTGACTCGTCACCAACAAAG 115 

osaHAP2E202R7 TGTGTTGTCCGTTGAGACTG 116 

osaDella1410F5 CAGTTCGCGCACACCATTCG 117 

osaDella1494R5 GCAGCATGAACGGCTCCAAG 118 

osaSQS465F3 TCCGCAATGCCGTGTGCATC 119 

osaSQS543R3 GCGGCAGGAATGCTAGTGTC 120 

Продукт dsRNA Della  

CTAATACGACTCACTATAGGGAGAGCCCACTTCTACGAGTCC
TGCCCCTACCTCAAGTTCGCCCACTTCACCGCAAATCAAGC
CATCCTCGAGGCTTTCGCCGGCTGCCACCGCGTCCACGTCG
TCGACTTCGGCATCAAGCAGGGGATGCAATGGCCAGCTCTC
CTCCAGGCCCTCGCCCTTCGTCCCGGCGGCCCCCCATCGTT
CCGCCTCACCGGCGTCGGCCCCCCGCAGCCGGACGAGACC
GACGCCTTGCAGCAGGTGGGTTGGAAGCTTGCCCAGTTCGC
GCACACCATTCGCGTCGACTTCCAGTACCGGGGACTCGTCG
CCGCCACTCTCGCGGACTTGGAGCCGTTCATGCTGCAGCCG
GAGGGCGAGGCGGACGCGAACGAGGAGCCTGAGGTGATC
GCCGTCAACTCGGTGTTCGAGCTGCACCGGCTGCTCGCGC
AGCCCGGCGCGCTGGAGAAGGTCCTGGGCACGGTGCACGC
GGTGCGGCCAAGGATCGTCACCGTGGTAGAGTCTCCCTATA
GTGAGTCGTATTAG 

121 

Продукт 1 dsRNA 
SQS  

CTAATACGACTCACTATAGGGAGAATATCTACAACCGCGACT
GGCATTATTCATGTGGAACAAAAGACTACAAATTACTGATGG
ATAAGTTTCGCCTTGTCTCCACGGCTTTCTTGGAGCTTGGTC
AAGGTTATCAAGAGGCAATTGAAGAAATCACTAGGCTAATGG
GAGCAGGAATGGCAAAATTTATCTGCAAGGAGGTTGAAACT
GTTGATGACTACAATGAGTACTGTCACTATGTAGCAGGGCTA
GTGGGGTATGGGCTTTCCAGGCTCTTTCATGCTGGTGGGAC
GGAAGATCTGGCTTCAGATTCACTTTCAAATTCAATGGGCTT
GTTTCTGCAGAAAATCAATATAATTAGGGATTATTTGGAGGA
CATAAACGAGATACCAAAGTCACGTATGTTCTGGCCTCGAGA
AATATGGAGTAAATATGTCAATAAACTCGAGGATTTGAAATAC
GAGGAAAATTCAGAAAAGGCAGTTCAGTGTTTGAATGATATG
GTGACTAACGCTCTGTCTCATCTCCCTATAGTGAGTCGTATT
AG 

122 
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Продовження таблиці 28 
 

Продукт 2 dsRNA 
SQS  

CTAATACGACTCACTATAGGGAGACGCTCTGTCTCATGCTGA
AGACTGCCTCCAATACATGTCAGCATTGAAGGATCATGCCAT
TTTCCGTTTTTGTGCAATACCTCAGATAATGGCAATTGGGAC
ATGTGCTATTTGCTACAATAATGTGAATGTCTTTAGAGGAGTT
GTTAAGATGAGGCGTGGGCTCACTGCACGAGTAATTGATGA
GACAAACACAATGTCAGATGTCTATACTGCTTTCTATGAGTT
CTCTTCGCTGATAGAATCGAAGATTGATAATAATGATCCAAAT
GCTTCCCTAACGCGGAAACGTGTTGATGCGATAAAGAGAAC
CTGCAAGTCATCTTGCTCACTAAAGAGAAGGGGATACGATTT
GGAGAAGTCAAAGTACAACTCCATGCTGATAATGGTTGTACT
TCTGTTGGTGGCTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

123 

 
Таблиця 29 

 
Одночасний нокдаун експресії в насінні рису через 18 діб після проростання 

 

РНК Кон-троль EM 49174 EM 49175 EM 49177 EM 49178 EM 49179 EM 49180 

Hap2e 1,0 0,19 0,20 0,53 0,88 0,28 0,14 

Della 1,0 0,14 0,10 0,47 1.00 0,42 0,10 

SQS 1,0 0,15 0,01 0,23 0,71 0,42 0,27 

        

РНК EM 49181 EM 49183 EM 49184 EM 49185 EM 49186 EM 49187 EM 49188 

Hap2e 0,06 0,27 0,92 0,24 0,27 0,29 0,37 

Della 0,01 0,14 0,60 0,27 0,29 0,37 0,16 

SQS 0,56 0,08 0,87 0,49 0,09 0,13 0,10 

 
Кратна зміна відносно необроблених контрольних рослин (контроль = 1.0) 
Приклад 20: Створення молекул dsRNA для сайленсінгу гену-мішені фітопатогену 5 

Молекули dsRNA, що кодують гени S. littoralis, проаналізували проти геномів кукурудзи та 
томата (Фіг. 9 і 10, відповідно), використовуючи пошуки BLAST з наступними параметрами: поріг 
очікування - 10; розмір слова - 11; оцінка співпадання/неспівпадання 2-3; вартості гепів: 
існування: 5 подовження: 2; максимальні співпадання в діапазоні запиту: 0, пошуки BLAST були 
виконані на базах даних послідовностей кукурудзи (Zea mays - taxid: 4577) та томата (Solanum 10 

lycopersicum taxid: +4081), які відповідають викладеному в даному винаході. 
Приклад 21: Обробка насіння проти гену NADPH SPODOPTERA LITTORALIS 
Насіння кукурудзи (вар. 01DKD2) обробили молекулами dsRNA (SEQ ID No. 26), що має 

нуклеотидну послідовність, яка по суті ідентична або по суті комплементарна до щонайменше 
18 суміжних нуклеотидів гена NADPH S. littoralis, відповідно до протоколу, описаному в Прикладі 15 

1. Використовували dsRNA в кінцевій концентрації 80 мкг/мл, розбавлену 0,1 мМ ЕДТА. Обробку 
виконали шляхом обережного збовтування насіння в розчині протягом 3,5 годин в темній камері 
для росту при 15 °C. Після обробки насіння висадили в грунт і вирощували приблизно при 25 °C 
зі світловим періодом 16 годин. Рослини при необхідності поливали водопровідною водою. 
Насіння, яке було оброблене dsRNA ЗФБ (SEQ ID No.: 124) або схожим розчином, що не містить 20 

dsRNA (ЕДТА-контроль), проростили і вирощували в якості контрольного поруч з обробленими 
рослинами. 

Через 28 діб після обробки насіння листя оброблених і контрольних рослин помістили в 
чашки Петрі і використовували в якості єдиного джерела їжі для S. littoralis. Для кожної рослини 
використовували 15 личинок (5 личинок на одну чашку, три чашки на одну рослину). Перевірили 25 

п`ять рослин для кожної обробки насінини (NADPH, ЗФБ і ЕДТА). При необхідності додавали 
нове листя. Масу тіла кожної личинки реєстрували через 12 діб після початку годування і 
використовували як показник їх стану і виживання. Спостерігався значний (односторонній 
дисперсійний аналіз ANOVA, p-значення=8,36x10

-5
) негативний вплив на масу тіла личинок, що 

харчувалися рослинами, обробленими dsRNA NADPH, в порівнянні з личинками, що 30 

харчувалися контрольними рослинами. Дивіться Таблицю 30. Середня маса личинок, що 
харчувалися рослинами, обробленими NADPH, була на 23% і 20% менше ніж середня маса 
личинок, що харчувалися рослинами, обробленими ЗФБ і ЕДТА, відповідно. 
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Таблиця 30 
 

Середня маса (мг) Spodoptera littoralis після 12 діб годування обробленими рослинами 
 

Проба 1 2 3 4 5 Середнє 
Станд. 
відх. 

ЕДТА 40,8 46,7 45,3 38,9 47,1 43,8 3,7 

ЗФБ 42.9 41 47,3 48,9 49,2 45,9 3,7 

sI-NADPH №1 38,5 26,8 32,5 35,2 43,2 35,2 6,2 

 
Через 73 діб після обробки насінини листя оброблених і контрольних рослин знову 

використовували в якості єдиного джерела їжі для S. littoralis. У експеримент з годування було 
включено п'ять рослин з кожної групи. Листя кожної рослини помістили в п'ять чашок Петрі з 
п'ятьма личинками в кожній, тобто, 25 личинок на одну рослину і 125 личинок в одній групі. 5 

Через сім діб експерименту неочковано велику кількість личинок знайшли мертвими в 
контрольній групі на ЕДТА. Через велиу кількість смертей у контрольній групі вплив харчування 
тканиною рослини, взятої через 73 діб після dsRNA-обробки насінини, на стан і виживання S. 
littoralis далі не аналізували. 

Визначили рівні експресії NADPH в підгрупах личинок, що харчувалися рослинами, 10 

вирощеними з насіння, обробленого молекулами dsRNA, націленими на NADPH або ЗФБ (28 діб 
після обробки насінини). 

 
Таблиця 31 

 
Личинки, з яких екстрагували РНК 

 

Джерело листя 
Маса (мг) 

Обробка Кількість рослин Повтори 

NADPH 

2 2 

22 

29 

15 

35 

18 

3 

3 

36 

28 

32 

30 

39 

2 
29 

28 

ЗФБ 

1 2 

37 

49 

33 

27 

37 

2 

3 

28 

40 

26 

39 

31 

2 
34 

39 

 
Повну РНК екстрагували з личинок, і приготували кДНК, використовуючи оліго-dT праймери, 15 

і рівень експресії мРНК NADPH S. littoralis визначили для личинок на оброблених і контрольних 
рослинах шляхом ПЛР в реальному часі (ЗТ-ПЛР) за допомогою барвника SYBR Green 
(компанія Quanta BioSciences), використовуючи гени домашнього господарства актин і EF1α в 
якості нормалізаторів. Послідовності праймерів, використаних в ЗТ-ПЛР показані в Таблиці 32. 

 20 
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Таблиця 32 
 

Праймери, використані для ЗТ-ПЛР-аналізу на рівень експресії NADPH 
 

Назва і направлення 
праймера 

Послідовність праймера SEQ ID No. 

NADPH_F ATGGCTGTTGACGTAAGG 125 

NADPH_R TGCAGCTTCAGCTTCTGTG 126 

EF1α_F ACCGTCGTACTGGTAAATCC 127 

EF1α_R TGGCGGCATCTCCAGATTTG 128 

Актин_F CTGGTCGTACCACCGGTAT 129 

Актин_R GCAGAGCGTAACCTTCGTAG 130 

 
Ніякої істотної зміни в рівнях експресії NADPH (критерій Уілкоксона, p-значення> 0,05) не 

спостерігалося при аналізі шляхом ЗТ-ПЛР личинок, що харчувалися рослинами, вирощеними з 
насіння, обробленого молекулами dsRNA, націленими на NADPH або ЗФБ (28 діб після обробки 
насінини). 5 

Приклад 22: Обробка насіння проти гену АТФази SPODOPTERA LITTORALIS 
Насіння кукурудзи обробили відповідно до протоколу, описаному в Прикладі 1, молекулами 

dsRNA, що мають нуклеотидну послідовність, яка по суті ідентична або по суті комплементарна 
до щонайменше 18 суміжних нуклеотидів гена АТФази S. littoralis (SEQ ID No. 31). Коротко, 
насіння промили двічі дистильованою водою (ДДВ) перед обробкою протягом чотирьох годин. 10 

Потім насіння сушили при 30 °C протягом ночі. Після етапу сушіння використовували dsRNA, 
розбавлену 0,1 мМ ЕДТА, в кінцевій концентрації 53 мкг/мл. Обробку виконали шляхом 
обережного збовтування насіння в розчині протягом 26 годин в темній камері росту при 15 °C. 
Після обробки насінини пророщували на вологому папері протягом семи діб і потім висадили в 
грунт і вирощували приблизно при 25 °C зі світловим періодом 16 годин. Рослини при 15 

необхідності поливали водопровідною водою. Насіння, які обробили схожим розчином, що не 
містить dsRNA, проростили і вирощували в якості контрольних (ЕДТА-контроль) поруч з 
обробленими рослинами. 

Через 43 діб після обробки насінини листя оброблених і контрольних рослин 
використовували в якості єдиного джерела живлення для S. littoralis. Рослина № 1 служила в 20 

якості джерела живлення для 20 личинок, поміщених в коробку розмірами 130 x170 мм. 
Рослина № 2 служила в якості джерела живлення для 15 личинок, поміщених в коробку 
розмірами 124x95 мм. Рослина № 3 служила в якості джерела живлення для 8 личинок, 
поміщених в чашку Петрі. Поверхня всіх коробок і планшетів була покрита вермикулітом, і нове 
листя додавали в міру необхідності. Смертність і масу тіла личинок відстежували протягом 25 

експерименту. На Фіг. 11A показана смертність, і на Фіг. 11B показана середня маса живих 
личинок S. littoralis через вісім діб з початку годування. Личинки, що харчувалися рослинами 1 і 
3, вирощеними з насіння, обробленого dsRNA АТФази, набрали зіставну масу і показали схожу 
смертність з такими у контрольній групі, а личинки, що харчувалися рослиною № 2, вирощеною 
з насінини, обробленої dsRNA АТФази, були майже в 3 рази меншими ніж у контрольній групі, в 30 

якій смертність була вищою. 
Для перевірки сталості ефектів обробки насіниниdsRNA листя рослини № 2 зібрали через 85 

діб після обробки насінини і використовували в якості єдиного джерела харчування для S. 
littoralis. Використовували всього 15 личинок в трьох чашках Петрі, що містять по п'ять личинок 
кожна. На Фіг. 11C показаний відсоток мертвих личинок через три доби після початку 35 

експерименту. У групі обробки dsRNA АТФази 12 з 15 личинок були мертві, а в контрольній групі 
мертвих личинок не було. 

Сталість ефектів обробки насінини dsRNA була потім перевірена шляхом збору листя 
рослин № 1 і 2 через 91 добу після обробки насінини і використання цього листя в якості 
єдиного джерела їжі для S. littoralis. Кожною рослиною харчувалися всього 15 личинок в трьох 40 

чашках Петрі, які містили по п'ять личинок кожна. Через чотири доби експерименту обом групам 
також дали рослину № 3. На Фіг. 11D показаний відсоток мертвих личинок через сім діб після 
початку годування в порівнянні з контрольною групою. 

Приклад 23: Обробка насіння проти генів АТФази, IAP І NADPH SPODOPTERA LITTORALIS 
Рослини, описані в цьому Прикладі, обробили молекулами dsRNA, що мають нуклеотидну 45 

послідовність, яка по суті ідентична або по суті комплементарна до щонайменше 18 суміжних 
нуклеотидів гена АТФази, IAP або NADPH S. littoralis, і є тими ж рослинами, які описані в 
Прикладі 7. 
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Через 67 діб після обробки насінини листя оброблених і контрольних рослин, описаних у 
Прикладі 7, використовували в якості єдиного джерела живлення для S. littoralis. Одна рослина 
від кожної  

обробки служила в якості джерела живлення для 10 личинок, поміщених в чашку Петрі. 
Поверхня планшетів була покрита вермикулітом. На Фіг. 12 показаний відсоток мертвих личинок 5 

через сім діб годування. 
Приклад 24: Обробка насіння проти гену EF1α SPODOPTERA LITTORALIS 
Насіння кукурудзи обробили молекулами dsRNA, що мають нуклеотидну послідовність, яка 

по суті ідентична або по суті комплементарна до щонайменше 18 суміжних нуклеотидів гена 
EF1α S. littoralis (Таблиця 33) відповідно до протоколу, описаному в Прикладі 1. Коротко, 10 

насіння кукурудзи перед обробкою промивали двічі дистильованою водою (ДДВ) протягом 
чотирьох годин. Потім насіння сушили при 30 °C протягом ночі. Після етапу сушіння 
використовували dsRNA, розбавлену 0,1 мМ ЕДТА, в кінцевій концентрації 132 мкг/мл. Обробку 
виконали шляхом обережного збовтування насіння в розчині протягом 26 годин в темній камері 
росту при 15 °C. Після обробки насіння пророщували на вологому папері протягом семи діб і 15 

потім висадили в грунт і вирощували приблизно при 25 °C зі світло періодом 16 годин. Рослини 
в міру необхідності поливали водопровідною водою. Насіння, яке обробили схожим розчином, 
що не містить dsRNA, проростили і вирощували поруч з обробленими рослинами в якості 
контрольних (ЕДТА-контроль). 

Через 43 доби після обробки насінини листя оброблених і контрольних рослин 20 

використовували в якості єдиного джерела живлення для S. littoralis. Рослина № 1 служила в 
якості джерела живлення для 20 личинок, поміщених в коробку 130x170 мм. Рослина № 2 
служила в якості джерела живлення для 15 личинок, поміщених в коробку 124 x 95 мм. Рослина 
№ 3 служила в якості джерела живлення для 8 личинок, поміщених в чашку Петрі. Поверхня 
всіх коробок і планшетів була покрита вермикулітом, і нове листя додавали в міру необхідності. 25 

Смертність і масу тіла личинок відстежували протягом усього експерименту. Через вісім діб 
після початку експерименту з годування вісім личинок з 43 були знайдені мертвими в групі 
обробки проти EF1α, і три з 43 личинок були мертві в контрольній групі. На Фіг. 13A показана 
середня маса живих личинок S. littoralis через вісім діб після початку годування. 

Через 87 діб після обробки насінини листя рослин № 2 і 3 використали вдруге в якості 30 

єдиного джерела живлення для S. littoralis. Всього 15 личинок в трьох чашках Петрі, що містять 
по п'ять личинок кожна, харчувались кожною рослиною, обробленою проти EF1α, і двома 
контрольними рослинами (рослини № 3 і 6). На Фіг. 13B показаний відсоток мертвих личинок 
через п'ять діб після початку експерименту. 

 35 

Таблиця 33 
 

dsRNA, отримані з гена EF1α S. littoralis 
 

Назва 
послідовності 

Послідовність 
SEQ ID 

No.: 

dsRNA №1 EF1α 
 

CTAATACGACTCACTATAGGGAGAATGCCCTGGTTCAAGGGATGG
AACGTTGAGCGCAAGGAAGGCAAGGCTGAAGGTAAATGCCTCATT
GAGGCCCTCGACGCCATCCTGCCCCCTGCTCGCCCCACAGACAA
GCCCCTGCGTCTTCCCCTCCAGGACGTATACAAAATCGGTGGTAT
TGGTACGGTGCCCGTAGGCAGAGTTGAAACTGGTATCCTCAAGCC
TGGTACCATCGTCGTCTTCGCCCCCGCCAACATCACCACTGAAGT
CAAGTCTGTGGAGATGCACCACGAAGCTCTCCAAGAGGCCGTAC
CCGGTGACAACGTTGGTTTCAACGTAAAGAACGTTTCCGTCAAGG
AGTTGCGTCGTGGTTACGTCGCTGGTGACTCCAAGAACAACCCAC
CCAAGGGCGCCGCCGATTTCACAGCACAGGTCATCGTGCTCAAC
CACCCTGGTCAAATCTCAAACGGATACACACCTGTGCTGGATTGC
CACACAGCCCACATTGCCTGCAAGTTCGCTGTCTCCCTATAGTGA
GTCGTATTAG 

131 
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Продовження таблиці 33 
 

dsRNA №2 EF1α 
 

CTAATACGACTCACTATAGGGAGAGGCCCAGGAAATGGGTAAGG 
GTTCCTTCAAATACGCCTGGGTATTGGACAAACTGAAGGCTGAGC 
GTGAACGTGGTATCACCATTGATATTGCTCTGTGGAAGTTCGAAA 
CCGCTAAATACTATGTCACCATTATTGACGCTCCCGGACACAGAG 
ATTTCATCAAGAACATGATCACTGGAACCTCCCAGGCCGATTGCG 
CCGTACTCATTGTCGCCGCTGGTACCGGTGAATTCGAGGCTGGTA
TCTCGAAGAACGGACAGACCCGTGAGCACGCTCTGCTCGCTTTCA
CACTCGGTGTCAAGCAGCTGATTGTGGGCGTCAACAAAATGGACT
CCACTGAGCCCCCATACAGCGAATCCCGTTTCGAGGAAATCAAGA
AGGAAGTGTCCTCCTACATCAAGAAGATCGGTTACAACCCAGCTG
CTGTCGCTTTCGTACCCATTTCTGGCTGGCACGGAGTCTCCCTAT
AG TGAGTCGTATTAG 

132 

 
Приклад 25: Обробка насіння проти гену бета-актина SPODOPTERA LITTORALIS 
Насіння кукурудзи обробили молекулами dsRNA, що мають нуклеотидну послідовність, яка 

по суті ідентична або по суті комплементарна до щонайменше 18 суміжних нуклеотидів гена 5 

бета-актину S. littoralis (Таблиця 34), відповідно до протоколу, описаного в Прикладі 1. Насіння 
промивали двічі дистильованою водою (ДДВ) перед обробкою протягом чотирьох годин. Потім 
насіння сушили при 30 °C протягом ночі. Після етапу сушіння використовували dsRNA, 
розбавлену 0,1 мМ ЕДТА, в кінцевій концентрації 76 мкг/мл. Обробку виконували шляхом 
обережного збовтування насіння в розчині протягом 26 годин в темній камері росту при 15 °C. 10 

Після обробки насіння пророщували на вологому папері протягом семи діб і потім висадили в 
грунт і вирощували приблизно при 25 °C зі світло періодом 16 годин. Рослини в міру 
необхідності поливали водопровідною водою. Насіння, які обробили схожим розчином, що не 
містить dsRNA, проростили і вирощували поруч з обробленими рослинами в якості контрольних 
(ЕДТА-контроль). 15 

Через 43 доби після обробки насіння листя оброблених і контрольних рослин 
використовували в якості єдиного джерела живлення для S. littoralis. Рослина № 1 служила в 
якості джерела живлення для 20 личинок, поміщених в коробку 130x170 мм. Рослина № 2 
служила в якості джерела живлення для 15 личинок, поміщених в коробку 124 x 95 мм. Рослина 
№ 3 служила в якості джерела живлення для 8 личинок, поміщених в чашку Петрі. Поверхня 20 

всіх коробок і планшетів була покрита вермикулітом, і нове листя додавали в міру необхідності. 
Смертність і масу тіла гусениць відстежували протягом усього експерименту. Через вісім діб 
після початку експерименту з годування три личинки з 43 були знайдені мертвими як у групі 
обробки проти бета-актину, так і в контрольній групі. На Фіг. 14 показана середня маса живих 
личинок S. littoralis через вісім діб після початку годування. 25 

 
Таблиця 34 

 
dsRNA, отримана з гену бета-актину S. littoralis 

 

Назва 
послідовності 

Послідовність 
SEQ ID 

No.: 

dsRNA №1 
бета-актину 

CTAATACGACTCACTATAGGGAGAATGGCTCCGGCATGTGCAAGGCC
GGTTTCGCCGGCGACGACGCGCCCCGCGCCGTCTTCCCATCCATCGT
AGGTCGCCCTCGTCACCAGGGTGTGATGGTTGGTATGGGTCAGAAGG
ACTCCTACGTAGGCGATGAGGCCCAGAGCAAGAGAGGTATCCTCACC
CTGAAGTACCCCATCGAGCACGGTATCATCACCAACTGGGACGACAT
GGAGAAGATCTGGCACCACACCTTCTACAACGAGCTGCGCGTCGCCC
CTGAGGAACACCCAGTCCTCCTGACTGAGGCTCCCCTCAACCCTAAG
GCCAACAGGGAGAAGATGACCCAGATCATGTTTGAGACCTTCAACTC
CCCCGCCATGTACGTCGCCATCCAGGCTGTGCTCTCTCTGTACGCCT
CTGGTCGTACCACCGGTATCGTCCTGGACTCCGGTGATGGTGTCTCC
CACACCGTTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAG 

133 

 
Приклад 26: Обробка насіння проти гену NADPH SPODOPTERA LITTORALIS 
Насіння кукурудзи обробили молекулами dsRNA (SEQ ID No. 26), які мали нуклеотидну 
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послідовність, яка по суті ідентична або по суті комплементарна до щонайменше 18 суміжних 
нуклеотидів гену NADPH S. littoralis, відповідно до протоколу, описаного в Прикладі 1. Коротко, 
насіння промивали двічі дистильованою водою (ДДВ) перед обробкою протягом чотирьох годин. 
Потім насіння сушили при 30 °C протягом ночі. Після етапу сушіння використовували dsRNA, 
розбавлену 0,1 мМ ЕДТА, в кінцевій концентрації 154 мкг/мл. Обробку виконували шляхом 5 

обережного збовтування насіння в розчині протягом 26 годин в темній камері росту при 15 °C. 
Після обробки насінини пророщували на вологому папері протягом семи діб і потім висадили в 
грунт і вирощували приблизно при 25 °C зі світло періодом 16 годин. Рослини в міру 
необхідності поливали водопровідною водою. Насіння, які обробили схожим розчином, що не 
містить dsRNA, проростили і вирощували поруч з обробленими рослинами в якості контрольних 10 

(ЕДТА-контроль). 
Через 43 доби після обробки насінини листя оброблених і контрольних рослин 

використовували в якості єдиного джерела живлення для S. littoralis. Рослина № 1 служила в 
якості джерела живлення для 20 личинок, поміщених в коробку 130x170 мм. Рослина № 2 
служила в якості джерела живлення для 15 личинок, поміщених в коробку 124x95 мм. Рослина 15 

№ 3 служила в якості джерела живлення для 8 личинок, поміщених в чашку Петрі. Поверхня 
всіх коробок і планшетів була покрита вермикулітом, і нове листя додавали в міру необхідності. 
Смертність і масу тіла личинок відстежували протягом усього експерименту. Через вісім діб 
після початку експерименту з годування три личинки з 43 були знайдені мертвими як у групі 
обробки проти NADPH, так і в контрольній групі. На Фіг. 15A показана середня маса живих 20 

личинок S. littoralis через вісім діб після початку годування. 
Через 91 добу після обробки насінини листя рослини № 2 використовували вдруге в якості 

єдиного джерела живлення для S. littoralis. Всього 15 личинок в трьох чашках Петрі, що містять 
по п'ять личинок кожна, харчувалися рослиною, обробленою проти NADPH. Ще 15 личинок в 
трьох чашках Петрі, що містять по п'ять личинок кожна, харчувалися контрольною рослиною. На 25 

Фіг. 15B показаний відсоток мертвих личинок через сім діб після початку експерименту. У групі 
обробки проти NADPH 9 з 15 личинок були мертві, а в контрольній групі 2 з 15 личинок були 
мертві. 

Приклад 27: Обробка насіння проти генів IAP, АТФази І NADPH SPODOPTERA LITTORALIS 
Насіння кукурудзи обробили відповідно до протоколу, описаному в Прикладі 1, молекулами 30 

dsRNA (SEQ ID No. 34), що мають нуклеотидну послідовність, яка по суті ідентична або по суті 
комплементарна до щонайменше 18 суміжних нуклеотидів гена IAP S. littoralis, або розчином, 
який містить суміш dsRNA (SEQ ID No 34, 25, 26 і 31), що мають нуклеотидну послідовність, яка 
по суті ідентична або по суті комплементарна до щонайменше 18 суміжних нуклеотидів генів 
IAP, NADPH і АТФази S. littoralis. Ці два розчини спочатку використовували для обробки насіння, 35 

описаної в Прикладі 7, і потім використовували в даному експерименті. Насіння промивали двічі 
дистильованою водою (ДДВ) перед обробкою протягом чотирьох годин. Потім насіння сушили 
при 30 °C протягом ночі. Обробку виконували шляхом обережного збовтування насіння в 
розчині протягом 24 годин в темній камері росту при 15 °C. Після обробки насінини сушили 
протягом ночі при 30 °C, висадили в грунт і вирощували приблизно при 25 °C зі світло періодом 40 

16 годин. Рослини в міру необхідності поливали водопровідною водою. Насіння, які обробили 
схожим розчином (ЕДТА), що не містить dsRNA, проростили і вирощували поруч з обробленими 
рослинами в якості контрольних. 

Через 27 діб після обробки насінини листя оброблених і контрольних рослин 
використовували в якості єдиного джерела живлення для S. littoralis. Всього 24 личинок в трьох 45 

чашках Петрі, що містять по вісім личинок кожна, використовували для кожної обробки. Один 
повтор для обробки проти IAP містив дев`ять личинок. При кожному повторі для годування 
використовували одну рослину, а через три доби експерименту в чашку додавали другу 
рослину з тієї ж обробки. Смертність і масу тіла гусениць відстежували протягом усього 
експерименту. На Фіг. 16A-B показана середня маса живих личинок S. littoralis через шість діб 50 

після початку експерименту з годування. 
Приклад 28: Обробка насіння проти гену EF1α SPODOPTERA LITTORALIS 
Насіння кукурудзи обробили відповідно до протоколу, описаному в Прикладі 1, двома 

молекулами dsRNA, що мають нуклеотидну послідовність, яка по суті ідентична або по суті 
комплементарна до щонайменше 18 суміжних нуклеотидів гену EF1α S. littoralis (Таблиця 33). 55 

Коротко, насіння промивали двічі дистильованою водою (ДДВ) перед обробкою протягом 
чотирьох годин. Потім насіння сушили при 30 °C протягом ночі. Дві послідовності dsRNA (SEQ 
ID No. 131 і SEQ ID No. 132) використовували роздільно в двох різних обробках насіння; кожна в 
кінцевій концентрації 67 мкг/мл dsRNA, розведеної 0,1 мМ ЕДТА. Обробку виконували шляхом 
обережного збовтування насіння в розчині протягом 24 годин в темній камері росту при 15 °C. 60 
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Після обробки насіння сушили при 30 °C протягом ночі і потім висадили в грунт і вирощували 
приблизно при 25 °C зі світлоперіодом 16 годин. Рослини в міру необхідності поливали 
водопровідною водою. Насіння, які обробили молекулами dsRNA, що мають нуклеотидну 
послідовність, яка по суті ідентична або по суті комплементарна до щонайменше 18 суміжних 
нуклеотидів гену DWF1 кукурудзи (Таблиця 35) (44 мкг/мл для DWF1 №1 (SEQ ID No. 134) і 51 5 

мкг/мл для DWF1 №2 (SEQ ID No. 135)), проростили і вирощували поруч з обробленими 
рослинами в якості двох роздільних контролю. 

Через 35 діб після обробки насіння листя оброблених і контрольних рослин 
використовували в якості єдиного джерела живлення для S. littoralis. Дві рослини від кожної 
обробки і від контролю DWF1 №1 включили в експеримент з годування. Листя кожної рослини 10 

помістили в дві чашки Петрі, що містять по 10 личинок кожна, в сумі 40 личинок, що 
харчувалися листям від кожної обробки насіння. Смертність і масу тіла личинок відстежували 
протягом усього експерименту. Через дев'ять діб після початку експерименту з годування 
чотири личинки з 40 були знайдені мертвими в групі обробки проти EF1α №2 і в контрольній 
групі. Шість личинок з 40 були знайдені мертвими в групі обробки проти EF1α №1. На Фіг. 17A 15 

показана середня маса живих личинок S. littoralis через дев'ять діб після початку експерименту з 
годування. 

Через 36 діб після обробки насіння інші рослини від тієї ж обробки насіння проти EF1α№1 і 
DWF1 №1 використовували в якості єдиного джерела живлення для S. littoralis. П'ятнадцять 
рослин від обробки були включені в експеримент з годування. Листя кожної рослини помістили 20 

в три чашки Петрі, що містять по 5 личинок кожна, в сумі 15 личинок на одну рослину і в 
сукупності 225 личинок. Через дві доби експерименту рослина № 15 була замінена рослиною № 
8. Дві рослини з контрольної групи були включені в експеримент з годування. Листя кожної 
контрольної рослини помістили в три чашки Петрі, що містять по 5 личинок кожна, в сумі 15 
личинок на одну рослину і 30 личинок в сукупності. Масу тіла личинок відстежували в процесі 25 

всього експерименту. На Фіг. 17B показана середня маса личинок S. littoralis через п'ять діб 
годування. 

 
Таблиця 35 

Контрольні dsRNA, отримані з гену DWF кукурудзи 
 

Назва 
послідовності 

Послідовність 
SEQ ID 

No.: 

dsRNA №1 
DWF1 

CTAATACGACTCACTATAGGGAGTGTCAACATGGGTCAGATAACCAGAG
CTACCTGCCCAATGAACCTTGCCCTTGCGGTCGTCGCCGAGCTCGACG
ACCTCACTGTTGGTGGGCTGATCAACGGTTACGGCATCGAGGGGAGCT
CTCACCTCTATGGCCTTTTCTCCGACACGGTTGTCGCGATGGAGGTTGT
TCTCGCAGATGGCCGGGTCGTCAGAGCCACCAAGGACAACGAGTACTC
TGACCTTTTCTATGGAATTCCCTGGTCCCAGGGAACACTGGGGTTCCTT
GTCTCTGCAGAGATCAAGCTGATCCCCATCAAGGAGTACATGAAGCTCA
CCTACACTCCAGTCAAGGGGGGTCTAAAGGAGATCGCGCAGGCCTACG
CGGATTCTTTCGCTCCGAGGGACGGTGACCCGGCAAAGGTCCCTGACT
TTGTTGAAGGGATGGTGTACACAGAGAGCGAGGGTGTCATGATGACGG
GCGTGTACGCTTCGAAAGAAGAGGCGAAGAAGAAGGGCAACAAGATCA
ACTGCGTGGGGTGGTGGTTTAAGCCCTGGTTCTACCTCTCCCTATAGTG
AGTCGTATTAG 

134 

dsRNA №2 
DWF1 

CTAATACGACTCACTATAGGGAGAGCGAGTTTGTGGAGTACATCCCGAC
GAGGGAGTACTACCACCGGCACACCCGGTGCCTGTACTGGGAGGGGA
AGCTGATCCTGCCCTTCGGCGACCAGTTCTGGTTCAGGTTCCTGCTGG
GCTGGCTGATGCCACCGAAGGTGTCCCTGCTGAAGGCGACCCAGGGC
GAGGCTATCAGGAACTACTACCACGACAACCATGTGATCCAGGACATG
CTGGTGCCGCTGTACAAGGTTGGGGATGCGCTGGAGTTCGTGCACCG
CGAGATGGAGGTGTATCCTCTGTGGCTGTGCCCTCACCGGCTGTACAA
GCTGCCGGTGAAGACGATGGTGTACCCGGAGCCTGGGTTCGAGCACC
AGCACAGGCAGGGCGACGCGAGCTACGCACAGATGTTCACGGACGTG
GGCGTGTACTACGCCCCCGGGGCGGTGCTGAGGGGGGAGGAGTTCAA
CGGCGCGGAGGCTGTGCACAGGCTGGAGCAGTGGCTGATCGAGAACC
ACAGCTACCAGCCGCAGTACGCGGTGTCGGAGCTGAACGAGAAGGAC
TCCTGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAG 

135 

Через 71 добу після обробки насіння листя оброблених проти EF1α №2 і контрольних DWF1 
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№2 рослин використовували в якості єдиного джерела живлення для S. littoralis. Десять рослин 
з групи обробки були включені в експеримент з годування, з яких дві рослини були перевірені 
вдруге (див. Фіг. 17A) і вісім рослин були перевірені в перший раз. Листя кожної рослини 
помістили в три чашки Петрі, що містять по п'ять личинок кожна, в сумі 15 личинок на одну 
рослину і 150 личинок в сукупності. Дві рослини з контрольної групи, які раніше не перевіряли, 5 

були включені в експеримент з годування. Листя кожної контрольної рослини помістили в три 
чашки Петрі, що містять по п'ять личинок кожна, в сумі 15 личинок на одну рослину і 30 личинок 
в сукупності. Через вісім діб експерименту неочіковано велика кількість личинок була знайдена 
мертвими в групі обробки і в контрольній групі. Тому далі аналіз не проводили. 

Приклад 29: Обробка насіння проти гену АТФази SPODOPTERA LITTORALIS 10 

Насіння кукурудзи обробили молекулами dsRNA (SEQ ID No. 31), що мають нуклеотидну 
послідовність, яка по суті ідентична або по суті комплементарна до щонайменше 18 суміжних 
нуклеотидів гену АТФази S. littoralis, відповідно до протоколу, описаного в Прикладі 1. Коротко, 
насіння промивали двічі дистильованою водою (ДДВ) перед обробкою протягом чотирьох годин. 
Потім насіння сушили при 30 °C протягом ночі. Після етапу сушіння використовували dsRNA, 15 

розбавлену 0,1 мМ ЕДТА, в кінцевій концентрації 145 мкг/мл. Розчин DsRNA, містив суміш 
необроблених молекул dsRNA і оброблених фенолом молекул dsRNA, як вказано в Прикладі 1. 
Обробку виконували шляхом обережного збовтування насіння в розчині протягом 24 годин в 
темній камері росту при 15 °C. Після обробки насіння сушили при 30 °C протягом ночі і потім 
висадили в грунт і вирощували приблизно при 25 °C зі світло періодом 16 годин. Рослини в міру 20 

необхідності поливали водопровідною водою. Насіння, які обробили dsRNA (SEQ ID No. 20) в 
концентрації 67 мкг/мл, отриманої з послідовності GUS, проростили і вирощували поруч з 
обробленими рослинами в якості контрольних. 

Через 56 діб після обробки насіння листя оброблених і контрольних рослин 
використовували в якості єдиного джерела живлення для S. littoralis. Десять рослин від обробки 25 

були включені в експеримент з годування. Листя кожної рослини помістили в три чашки Петрі, 
що містять по п'ять личинок кожна, крім рослин № 3 і 14, які були поміщені разом з однієї й ті ж 
чашки. Всього перевірили 15 личинок на одну рослину і 135 личинок в сукупності. Дві рослини з 
контрольної групи були включені в експеримент з годування. Листя кожного контрольного 
рослини помістили в три чашки Петрі, що містять по п'ять личинок кожна, в сумі 15 личинок на 30 

одну рослину і 30 личинок в сукупності. Через дванадцять діб годування 12 з 135 личинок були 
знайдені мертвими в групі обробки проти АТФази, і 21 з 30 личинок були знайдені мертвими в 
контрольній групі. На Фіг. 18A показаний відсоток мертвих личинок через 12 діб після початку 
експерименту. 

Через 57 діб після обробки насіння інші рослини з тих же обробленої та контрольної груп 35 

використовували в якості єдиного джерела живлення для S. littoralis. Чотирнадцять рослин з 
групи обробки були включені в експеримент з годування. Листя кожної рослини помістили в три 
чашки Петрі, що містять по п'ять личинок кожна, крім рослин № 13 і 4, які були поміщені разом в 
одні чашки, і рослин № 10 і 19, які були поміщені разом в одні чашки (рослини 4 і 10 аналізували 
вдруге, див. Фіг. 18A). Були перевірені всього 15 личинок на одну рослину і 180 личинок в 40 

сукупності. Дві рослини з контрольної групи були включені в експеримент з годування. Листя 
кожної контрольної рослини помістили в три чашки Петрі, що містять по п'ять личинок кожна, в 
сумі 15 личинок на одну рослину і 30 личинок в сукупності. Через чотири доби після початку 
годування 29 личинок з 180 були знайдені мертвими в групі обробки проти АТФази, і 29 личинок 
з 30 були знайдені мертвими в контрольній групі. На Фіг. 18B показаний відсоток мертвих 45 

личинок через чотири доби після початку експерименту. 
Приклад 30: Обробка насіння проти гену EF1α SPODOPTERA LITTORALIS 
Насіння кукурудзи (вар. Vivani) обробили молекулами dsRNA (SEQ ID No 131 і 132), що 

мають нуклеотидну послідовність, яка по суті ідентична або по суті комплементарна до 
щонайменше 18 суміжних нуклеотидів гену EF1α S. littoralis, відповідно до протоколу, описаного 50 

в Прикладі 1. Використовували суміш 25 мкг/мл кожної з двох dsRNA. DsRNA розбавили тільки 
0,1 мМ ЕДТА, або додатково змішали з 40 мкг/мл ПЕГ-модифікованих вуглецевих нанотрубок 
(ПМВН). Обробку виконували шляхом обережного збовтування насіння в розчині протягом 4 
годин в темній камері росту при 15 °C. Після обробки насіння висадили в грунт і вирощували 
приблизно при 25 °C зі світло періодом 16 годин. Рослини в міру необхідності поливали 55 

водопровідною водою. Насіння, яке обробили 50 мкг/мл dsRNA, отриманої з послідовності ЗФБ 
(SEQ ID No. 124), або схожим розчином, що не містить dsRNA, з або без 40 мкг/мл ПЕГ-
модифікованих вуглецевих нанотрубок, проростили і вирощували поруч з обробленими 
рослинами в якості контрольних. 

Через 24 доби після обробки насіння листя оброблених і контрольних рослин 60 
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використовували в якості єдиного джерела живлення для S. littoralis. Десять рослин з групи 
обробки проти EF1α, дві рослини з групи ЗФБ-контролю, одна рослина з групи ЕДТА-контролю і 
одну рослину з групи ЕДТА/ПМВН-контролю були включені в експеримент з годування. Листя 
кожної рослини помістили в три чашки Петрі, що містять по п'ять личинок кожна, в сумі 15 
личинок на одну рослину, 150 личинок для обробки проти EF1α, 30 личинок для ЗФБ-контролю і 5 

15 для обох груп ЕДТА-контролю. На Фіг. 19A показана середня маса личинок S. littoralis після 
десяти діб годування. 

Через 25 діб після обробки насіння листя оброблених і контрольних рослин 
використовували в якості єдиного джерела живлення для S. littoralis. Тринадцять рослин з групи 
обробки проти EF1α/ПМВН, дві рослини з ЗФБ/ПМВН-контролю, одна рослина з ЕДТА/ПМВН-10 

контролю і одна рослина з ЕДТА-контролю були включені в експеримент з годування. Листя 
кожної рослини помістили в три чашки Петрі, що містять по п'ять личинок кожна, в сумі 15 
личинок на одну рослину, за винятком рослини 9 в групі EF1α/ПМВН, де аналізували тільки дві 
чашки. Перевірили всього 190 личинок для обробки проти EF1α/ПМВН, 30 личинок для 
ЗФБ/ПМВН-контролю і 15 личинок для обох груп ЕДТА-контролю. Через сім діб експерименту з 15 

годування рослина 1 з групи EF1α/ПМВН була замінена рослиною 6 з тієї ж групи. На Фіг. 19B 
показана середня маса личинок S. littoralis після десяти діб годування. Для того, щоб визначити 
рівні експресії EF1α в личинках після десяти діб годування обробленими рослинами, кожен 
повтор (чашку) з п'ятьма личинками з'єднали, і екстрагували повну РНК. кДНК приготували, 
використовуючи оліго-dT праймери (SEQ ID No 136-143), і рівень експресії мРНК EF1α S. 20 

littoralis визначили в оброблених і контрольних личинках за допомогою ПЛР в реальному часі з 
барвником SYBR Green (компанія Quanta BioSciences), використовуючи актин і АТФазу в якості 
нормалізаторів. Ніякої істотної зміни в рівнях експресії EF1α (критерій Уілкоксона, p-
значення>0,05) не спостерігалося. 

Через 61 добу після обробки насіння листя оброблених і контрольних рослин знову 25 

використовували в якості єдиного джерела живлення для S. littoralis. Тринадцять рослин з групи 
обробки проти EF1α/ПМВН і три рослини з ЗФБ/ПМВН-контролю були включені в експеримент з 
годування. Деякі рослини з групи EF1α/ПМВН були перевірені в перший раз і деякі були 
перевірені вдруге (див. Фіг. 19B). Три рослини з ЗФБ/ПМУН-контролю були перевірені в перший 
раз. Листя кожної рослини помістили в три чашки Петрі, що містять по п'ять личинок кожна, в 30 

сумі 15 личинок на одну рослину, за винятком рослини 8 в групі EF1α/ПМВН, де аналізували 
тільки дві чашки. Всього перевірили 190 личинок для групи EF1α/ПМВН і 45 личинок для 
ЗФБ/ПМВН-контролю. Через дванадцять діб експерименту несподівано велика кількість личинок 
була знайдена мертвими в групі обробки і контрольній групі. Тому з цього моменту аналіз 
більше не проводили. 35 

Приклад 31: Обробка насіння проти гену EF1α SPODOPTERA LITTORALIS 
Насіння кукурудзи (вар. 01DKD2) обробили молекулами dsRNA (SEQ ID No 131 і 132), що 

мають нуклеотидну послідовність, яка по суті ідентична або по суті комплементарна до 
щонайменше 18 суміжних нуклеотидів гену EF1α S.littoralis, відповідно до протоколу, описаного 
в Прикладі 1. Використовували суміш з 25 мкг/мл кожної з двох dsRNA. DsRNA або розбавили 40 

тільки 0,1 мМ ЕДТА, або додатково змішали з 40 мкг/мл ПЕГ-модифікованих вуглецевих 
нанотрубок (ПМВН). Обробку виконували шляхом обережного збовтування насіння в розчині 
протягом 4 годин в темній камері росту при 15 °C. Після обробки насіння висадили в грунт і 
вирощували приблизно при 25 °C зі світло періодом 16 годин. Рослини в міру необхідності 
поливали водопровідною водою. Насіння, яке обробили 50 мкг/мл dsRNA (SEQ ID No. 20), 45 

отриманої з послідовності GUS, з/без 40 мкг/мл ПЕГ-модифікованих вуглецевих нанотрубок, 
проростили і вирощували поруч з обробленими рослинами в якості контрольних. 

Через вісім діб після обробки насіння листя оброблених і контрольних рослин 
використовували в якості єдиного джерела живлення для S. littoralis. Тринадцять рослин від 
обробки проти EF1α, тринадцять рослин від обробки проти EF1α/ПМВН, десять рослин з GUS-50 

контрольних і чотири рослини з GUS/ПМВН контрольних були включені в експеримент з 
годування. Листя кожної рослини помістили в дві чашки Петрі, покриті 1 % агаром. Кожна чашка 
містила три личинки, у сумі шести личинок на одну рослину, 78 личинок для обох обробок EF1α 
і EF1α/ПМВН, 60 личинок для ЗФБ-контролю і 24 для GUS/ПМВН-контролю. Масу тіла личинок 
реєстрували через чотири доби після початку годування. На Фіг. 20A-B показана середня маса 55 

личинок S. littoralis в контрольній та обробленій групах. 
Приклад 32: Обробка насіння проти генів IAP, АТФази І NADPH SPODOPTERA LITTORALIS 
Рослини томату, вирощені з насіння томату, описані у Прикладі 7, які обробили молекулами 

dsRNA (SEQ ID No 34, 35, 25 і 26), що мають нуклеотидну послідовність, яка по суті ідентична 
або по суті комплементарна до щонайменше 18 суміжних нуклеотидів гену IAP, гену АТФази 60 
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або гену NADPH S. littoralis далі досліджували для контролю S. littoralis. 
Через 48 діб після обробки насіння листя оброблених і контрольних рослин 

використовували в якості єдиного джерела живлення для S. littoralis. Одна рослина від кожної 
обробки служила в якості джерела живлення для семи личинок, поміщених в чашку Петрі. 
Поверхня всіх планшетів була покрита вермикулітом. Смертність і масу тіла личинок 5 

відстежували протягом усього експерименту. Через три доби експерименту одна личинка була 
знайдена мертвою в групі обробки проти IAP, і дві личинки були знайдені мертвими в групі 
змішаної обробки. Протягом наступної доби до дня 7 подальших смертей не було. На Фіг. 21 
показана середня маса живих личинок S. littoralis після трьох і семи діб годування. 

Приклад 33: Обробка насіння проти генів бета- актину, АТФази І NADPH SPODOPTERA 10 

LITTORALIS 
Насіння томату обробили молекулами dsRNA (SEQ ID No 133, 31, 25 і 26), що мають 

нуклеотидну послідовність, яка по суті ідентична або по суті комплементарна до щонайменше 
18 суміжних нуклеотидів гену бета-актину S. littoralis (див. Таблиця 34), гену АТФази або гену 
NADPH, відповідно до протоколу, описаного в Прикладі 1. Використовували dsRNA, розбавлену 15 

0,1 мМ ЕДТА, в кінцевій концентрації 96 мкг/мл для бета-актину, 73 мкг/мл для АТФази і 164 
мкг/мл для NADPH. Обробку виконували шляхом обережного збовтування насіння в розчині 
протягом 26 годин в темній камері росту при 15 °C. Після обробки насіння проростили в грунті і 
вирощували приблизно при 25 °C зі світло періодом 16 годин. Рослини в міру необхідності 
поливали водопровідною водою. Насіння, яке обробили схожим розчином (ЕДТА), що не містить 20 

dsRNA, проростили і вирощували поруч з обробленими рослинами в якості контрольних. 
Через 42 доби після обробки насіння листя оброблених і контрольних рослин 

використовували в якості єдиного джерела живлення для S. littoralis. Використовували рослини 
№ 1 і 2 від обробки проти бета-актину і проти АТФази і рослини № 21 і 23 від обробки проти 
NADPH. Рослини від кожної обробки служили в якості джерела живлення для п'яти личинок, 25 

поміщених в чашку Петрі. Поверхня всіх планшетів була покрита вермикулітом. Масу тіла 
личинок відстежували в процесі всього експерименту. На Фіг. 22 показана середня маса 
личинок S. littoralis після чотирьох діб годування. 

Приклад 34: Обробка насіння проти гену АТФази SPODOPTERA LITTORALIS 
Рослини томата, описані в цьому Прикладі, отримані з насіння, оброблених dsRNA проти 30 

АТФази як у Прикладі 33, вище. 
Через 85 діб після обробки насіння листя оброблених і контрольних рослин, описаних у 

Прикладі 33, знову використовували як єдине джерела живлення для S. littoralis. 
Використовували одну рослину від обробки проти АТФази і одну рослину з контрольних. Листя 
від цих рослин помістили в три чашки Петрі, по п'яти личинок в кожну. Через три доби 35 

експерименту ще одну рослину з оброблених і ще одну рослину з контрольних додали у 
відповідні чашки. Масу тіла личинок відстежували в ході всього експерименту. Оскільки на 
початку експерименту з годування личинки з контрольної групи були на 30 % меншими ніж 
личинки, що харчувалися обробленими рослинами, реєстрували масу личинок щодо їх 
початкової маси. На Фіг. 23A показана відносна маса личинок S. littoralis після шести діб 40 

годування. 
Через 88 діб після обробки насіння інші рослини від тієї ж обробки насіння використовували 

в якості єдиного джерела живлення для S. littoralis. Використовували три рослини від обробки 
проти АТФази і дві рослини з контрольних. Листя від цих рослин помістили в три чашки Петрі, 
по п'ять личинок в кожну. Смертність і масу тіла личинок відстежували протягом усього 45 

експерименту. Після годування протягом п'яти діб 4 з 15 і 1 з 15 личинок були знайдені 
мертвими в групі АТФази і контрольній групі, відповідно. На Фіг. 23B показана середня маса 
живих личинок S. littoralis після п'яти діб годування. 

Приклад 35: Обробка насіння проти гену NADPH SPODOPTERA LITTORALIS 
Рослини томату, описані в цьому Прикладі, отримані з насіння, оброблених dsRNA NADPH з 50 

Прикладу 33, вище. 
Через 95 діб після обробки насіння листя оброблених і контрольних рослин 

використовували в якості єдиного джерела живлення для S. littoralis. Використовували дві 
рослини від обробки проти NADPH (раніше не перевірялись) і набір рослин з контрольних. 
Листя від цих рослин помістили в три чашки Петрі, по п'ять личинок в кожну. Масу тіла гусениць 55 

відстежували в процесі всього експерименту. На Фіг. 24A показана середня маса личинок S. 
littoralis після чотирьох діб годування. На четвертий день контрольні рослини були замінені 
рослинами, які були пророщені з насіння, обробленого проти гена AFR8 томату. Це насіння 
обробили сумішшю двох dsRNA-послідовностей (SEQ ID No. 25 і 26) в кінцевій концентрації 200 
мкг/мл (100 мкг/мл кожної dsRNA) протягом 24 годин. На шостий день додали ще одну рослину 60 
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до кожної з двох рослин, оброблених проти NADPH. На Фіг. 24B показана середня маса личинок 
S. littoralis через сім діб після початку експерименту з годування. 

Приклад 36: Обробка насіння проти генів, що не належать до SPODOPTERA LITTORALIS 
Рослини кукурудзи, описані в цьому Прикладі, отримані з насіння, оброблених як у Прикладі 

28 (dsRNA №2 DWF1, SEQ ID NO: 135) і в Прикладі 29 (GUS, SEQ ID NO: 20). 5 

Через 69 діб після обробки насіння листя пророслих рослин використовували в якості 
єдиного джерела живлення для S. littoralis. Дві рослини від обробки DsRNA №2 DWF1 і п'ять 
рослин від обробки GUS були включені в експеримент з годування. Листя кожної рослини 
помістили в три чашки Петрі, що містять по п'ять личинок кожна, в сумі 15 личинок на одну 
рослину, 30 личинок для обробки DsRNA №2 DWF1 і 75 личинок для обробки GUS. Через 10 

десять діб експерименту несподівано велика кількість личинок були знайдені мертвими в обох 
обробках. Через велику кількість смертей в обох групах обробки в цей момент часу 
експеримент був припинений. 

Через 70 діб після обробки насіння інші рослини від тих же обробок використовували в 
якості єдиного джерела живлення для S. littoralis. Дві рослини від обробки DsRNA №2 DWF1 і 16 15 

рослин від обробки GUS були включені в експеримент з годування. Листя кожної рослини 
помістили в три чашки Петрі, що містять по п'ять личинок кожна, в сумі 15 личинок на одну 
рослину, 30 личинок для обробки DWF1 dsRNA №2 і 240 личинок для обробки GUS. Через 
дев'ять діб експерименту несподівано велика кількість личинок були знайдені мертвими в обох 
обробках. Через велику кількість смертей в обох групах обробки в цей момент часу 20 

експеримент був припинений. 
Приклад 37: Обробка насіння проти генів АТФази, EF1α І NADPH SPODOPTERA 

LITTORALIS 
Насіння кукурудзи (вар. Vivani) обробили молекулами dsRNA (SEQ ID No: 131, 132, 31, 25 і 

26), що мають нуклеотидну послідовність, яка по суті ідентична або по суті комплементарна до 25 

щонайменше 18 суміжних нуклеотидів гену EF1α, гену АТФази або гену NADPH S. littoralis, 
відповідно до протоколу, описаного в Прикладі 1, без промивання перед обробкою. Дві dsRNA 
EF1α використовували роздільно. Використовували dsRNA, розбавлену 0,1 мМ ЕДТА, в кінцевій 
концентрації 160 мкг/мл. Обробку виконували шляхом обережного збовтування насіння в 
розчині протягом 2 годин в темній камері росту при 15 °C. Після обробки насіння швидко 30 

промили ДДВ, висадили в грунт і вирощували приблизно при 25 °C зі світло періодом 16 годин. 
Рослини в міру необхідності поливали водопровідною водою. Насіння, яке обробили 160 мкг/мл 
dsRNA (SEQ ID No.: 124), отриманої з ЗФБ-послідовності, або схожим розчином, що не містить 
dsRNA (ЕДТА) проростили і вирощували поруч з обробленими рослинами в якості контрольних. 

Через 31 добу після обробки насіння листя пророслих рослин використовували в якості 35 

єдиного джерела живлення для S. littoralis. Личинки, взяті для цього експерименту, мали вік до 
п'яти годин (тобто до п'яти годин після виведення). Шість рослин від кожної обробки були 
включені в експеримент з годування. Листя кожної рослини помістили в 16 лунок 24-лункового 
планшета, що містять одну личинку в кожній лунці, в сумі 16 личинок на одну рослину і 96 
личинок на одну обробку. Поверхню лунок покрили 1 %-й агарозою. Через вісім діб після 40 

початку годування 57 личинок були знайдені мертвими в групі обробки проти АТФази, і 42 
личинки були знайдені мертвими в групі обробки проти NADPH. Кількість мертвих личинок в 
інших групах становила від 13 до 23. Середня кількість мертвих личинок на шести рослинах, 
оброблених проти АТФази, була значно більша ніж середня кількість мертвих личинок на шести 
рослинах ЗФБ-контролю при p-значенні 0,03 (t-критерій). Подібно до цього, середня кількість 45 

мертвих личинок на рослинах, оброблених проти NADPH, була більшою ніж середня кількість 
мертвих личинок на рослинах ЗФБ-контролю (t-критерій, p-значення = 0,07). На Фіг. 25A і B 
показаний відсоток мертвих личинок через вісім діб після початку годування. На Фіг. 25C і D 
показаний відсоток мертвих личинок через десять діб після початку годування. На Фіг. 25E 
показана середня маса живих личинок S. littoralis через 11 діб після початку експерименту з 50 

годування. 
Через 32 доби після обробки насіння інші рослини від тієї ж обробки насіння 

використовували в якості єдиного джерела живлення для S. littoralis. Личинки, взяті для цього 
експерименту, мали вік до 24 годин. Від п'яти до семи рослин від кожної обробки були включені 
в експеримент з годування. Листя кожної рослини помістили в 16 лунок 24-лункового планшета, 55 

що містять по одній личинці кожна, в сумі 16 личинок на одну рослину, 80 личинок для ЕДТА, 96 
личинок для ЗФБ і АТФази і 112 личинок для NADPH і для двох обробок проти EF1α. Поверхня 
лунок була покрита 1 %-й агарозою. Масу тіла личинок реєстрували через вісім і дев'ять діб 
після початку годування; деяких личинок, що харчувалися підгрупою рослин, реєстрували на 
восьмий день та інших личинок реєстрували на дев'ятий день. На Фіг. 25F показана середня 60 
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маса живих личинок S. littoralis на одну рослину. 
Приклад 38: Обробка насіння, направлена на шкідників ряду COLEOPTERA 
Цей Приклад ілюструє варіанти здійснення, які не обмежують способу отримання рослини, 

що має підвищену стійкість до шкідника ряду Coleoptera, що включає етап вирощування 
рослини з насінини, яка контактувала з екзогенною нетранскрибованою dsRNA, причому 5 

вказана рослина має поліпшену стійкість до вказаного шкідника в порівняні з рослиною, 
вирощеної з насінини, що не контактувала з вказаною dsRNA. Більш конкретно, цей Приклад 
ілюструє спосіб отримання рослини кукурудзи, що має підвищену стійкість до кукурудзяного 
кореневого жука (Diabrotica sp.), включаючи етап вирощування рослини кукурудзи з насінини 
кукурудзи, яке контактувало щонайменше з одною dsRNA, розробленої для сайленсінгу гена-10 

мішені, ендогенного для кукурудзяного кореневого жука, причому ця рослина кукурудзи, яка 
виросла з насінини кукурудзи має поліпшену стійкість до кукурудзяного кореневого жука в 
порівнянні з рослиною кукурудзи, що виросла з насінини кукурудзи, яка не контактувала з 
dsRNA. 

Тригер dsRNA з 228 пар основ з послідовністю смислового ланцюга 15 

GGCTGATAGCACTTAAGGAGCTTCCTAATCACGAAAGAATTCTGCAGGATT 
TAGTTATGGACATACTGAGAGTACTCTCTGCTCCTGACTTAGAAGTCCGCAA 
GAAGACTTTAAGTCTAGCCCTTGAATTAGTCTCTTCACGGAACATAGAAGA 
AATGGTATTAGTATTAACAAAGGAAGTGAGTAAAACGGTAGACAGTGAACATGAGGATACAGGAA
AGTACAGGC (MON104454, SEQ ID No.: 144) був перевірений шляхом аналізу інвазії 20 

кукурудзяного кореневого жука в рослини кукурудзи, вирощені з насіння, яке контактувале 
перед проростанням з тригером dsRNA. Насіння кукурудзи (70 насінин, сорт LH244) помістили в 
50-мл пробірку типу Falcon з 35 мл розчину тригера dsRNA в буфері (0,1 мМ ЕДТА, розведеного 
від концентрації 0,5 М з pH 8) або 35 мл тільки буфера в якості нульового контролю і інкубували 
в темноті при 15° C при слабкому перемішуванні протягом 8 годин. Насіння трансгенної рослини 25 

кукурудзи, яке експресує конструкт супресії РНК, націлений на DvSnf7 і яке має стійкість до 
кукурудзяного кореневого жука, використовували в трансгенному позитивному контролі і також 
інкубували перед проростанням в 35 мл тільки буфера. DvSnf7 - це ортолог Snf7 з Diabrotica 
virgifera virgifera (західний кукурудзяний жук, ЗКЖ), який є компонентом комплексу ESCRT-III 
(ендосомний сортуючий комплекс, необхідний для транспорту), див. Bolognesi et al. (2012) PLoS 30 

ONE 7 (10): e47534, doi: 10,1371/journal.pone.0047534. Наступного дня насіння тричі промили 
(кожна промивка по 1 хвилині при слабкому перемішуванні) в достатній кількості води для того, 
щоб наповнити пробірку типу Falcon. Промите насіння посіяли на глибину 1,25 см в 15-см 
поліетиленові горщики з закритим дном, наповнені грунтом Metromix 200. У всіх обробках 
проросло більше 85 % насіння. На стадії V2/V3 (приблизно через 2 тижні після посіву) 50 35 

новонароджених личинок Diabrotica virgifera virgifera додали в кожен горщик (виконали 12-15 
реплік). В якості трансгенного позитивного контролю використовували рослини кукурудзи, що 
експресують рекомбінантний трансген Snf7 і також використовували личинки Diabrotica virgifera 
virgifera. Через приблизно 4 тижні личинки ізолювали, використовуючи воронку Берлезе, 
підрахували і зважили. Вирахували виживаність і масу личинок. Результати представлені на Фіг. 40 

26. Виживаність личинок на одну рослину істотно не відрізнялась між личинками, що 
харчувалися рослинами кукурудзи, вирощеними з насіння, обробленого тригером dsRNA в 
концентрації 50 частин на мільйон (мкг/мл), і личинок, що харчувалися контрольними рослинами 
(Фіг. 26A), але сукупна маса личинок (Фіг. 26B) і середня маса личинок (Фіг. 26C) були значно 
нижче у личинок, що харчувалися рослинами кукурудзи, вирощеними з насіння, обробленого 45 

тригером dsRNA в концентрації 50 частин на мільйон (мкг/мл), в порівнянні з личинками, що 
харчувалися контрольними рослинами. Рослини, вирощені з насіння, обробленого тригером 
dsRNA в концентрації 500 частин на мільйон, показали уповільнений ріст рослин і коренів, що 
могло вплинути на результати, що спостерігалися; тим не менш, виживаність личинок на одну 
рослину була значно нижчою (Фіг. 26A), і сукупна маса личинок (Фіг. 26B) і середня маса 50 

личинок (Фіг. 26C) були значно меншими у личинок, що харчувалися рослинами кукурудзи, 
вирощеними з насіння, обробленого тригером dsRNA в концентрації 500 частин на мільйон 
(мкг/мл), у порівнянні з личинками, що харчувалися контрольними рослинами. Аналізи за 
допомогою QuantiGene не детектували значної кількості РНК MON104454 в тканині листя або 
коріні рослин кукурудзи, вирощених з насіння, обробленого тригером dsRNA в концентрації 500 55 

частин на мільйон. 
Схожий експеримент провели на рослинах томата, вирощених з насіння, обробленого перед 

проростанням шляхом інкубації протягом ночі в тригері dsRNA з 279 пар основ з тупими кінцями 
в концентрації 100 частин на мільйон (мкг/мл) з послідовністю смислового ланцюга 
TACCTGTGGCTCTCACAGGCAGCGAAGATGGTACCGTTAGAGTTTGGCATACGAATACACACAG60 
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ATTAGAGAATTGTTTGAATTATGGGTTCGAGAGAGTGTGGACCATTTGTTGCTTGAAGGGTTCGA
ATAATGTTTCTCTGGGGTATGACGAGGGCAGTATATTAGTGAAAGTTGGAAGAGAAGAACCGGCA
GTTAGTATGGATGCCAGTGGCGGTAAAATAATTTGGGCAAGGCACTCGGATTACAACAAGCTAAT
TTGAAGGCGCTGCCAGAAGG (T6593, SEQ ID No.: 145) і виконали аналіз на інвазію Leptinotarsa 
decemlineata (колорадський картопляний жук, КЖ). Контрольні рослини обробили або буфером 5 

("композиція") або тригером dsRNA для зеленого флуоресцентного білка (ЗФБ). Коефіцієнт 
проростання склав> 90 %, і не спостерігалося жодних очевидних впливів на зростання 
оброблених рослин в порівнянні з контрольними рослинами. Не спостерігалося ніякого істотного 
впливу на коефіцієнт дефоліації рослин томата (Фіг. 27A), або на життєздатність личинок (Фіг. 
27B), або на середню масу личинок (Фіг. 27C) рослин, оброблених або dsRNA T6593 або dsRNA 10 

ЗФБ, у порівнянні з контрольними рослинами. Аналізи QuantiGene не детектували будь-яку 
значущу кількість РНК T6593 в проаналізованих тканинах (молодий лист, старий лист, 
сім'ядоля, корінь) рослин томата, вирощених з насіння, обробленого тригером dsRNA T6593 в 
концентрації 500 частин на мільйон. 

Приклад 39: Обробка насіння, направлена на суттєві гени шкідників ряду COLEOPTERA 15 

Цей Приклад ілюструє варіанти здійснення, які не обмежують способу отримання рослини, 
що має підвищену стійкість до шкідника ряду Coleoptera, що включає етап вирощування 
рослини з насінини, яка контактувала з екзогенною нетранскрибованою dsRNA, причому 
вказана рослина має поліпшену стійкість до вказаного шкідника в порівняні з рослиною, 
вирощеної з насінини, що не контактувала з вказаною dsRNA. Більш конкретно, цей Приклад 20 

ілюструє спосіб отримання рослини кукурудзи, що має підвищену стійкість до кукурудзяного 
кореневого жука (Diabrotica sp.), включаючи етап вирощування рослини кукурудзи з насінини 
кукурудзи, яка контактувала щонайменше з одним полінуклеотидним тригером, розробленим 
для сайленсінгу гена-мішені, ендогенного для кукурудзяного кореневого жука, причому рослина 
кукурудзи, пророщена з цієї насінини кукурудзи, має поліпшену стійкість до кукурудзяного 25 

кореневого жука в порівнянні з рослиною кукурудзи, вирощеною з насінини кукурудзи, що не 
контактувала з цим полінуклеотидним тригером. 

Отримано тригери дволанцюгової РНК (dsRNA) для генів-мішеней, зазначених в Таблиці 36. 
Відповідні тригери мають довжину 21-1000 пар основ; в деяких варіантах здійснення 21-50, 50-
100, 100-200, 200-500, 500-700 або 700-1000 пар основ. Тригери, представлені в Таблиці 36, 30 

мають довжину 173-504 пар основ, але для способів, розкритих в даному документі підходять 
більш коротші або більш довші тригери. Встановлено, що всі тригери dsRNA, представлені в 
Таблиці 36, викликали істотне уповільнення росту і смертність личинок при концентрації 10 
частин на мільйон і 0,1 частини на мільйон в біологічному аналізі раціону для Diabrotica virgifera 
virgifera (західного кукурудзяного жука, ЗКЖ), як вказано в робочих прикладах в опублікованій 35 

патентній заявці США № 2009/0307803, які включені в даний документ шляхом посилання, і в 
яких тригер dsRNA нанесений як покриваючий шар на поверхню твердого раціону для комах в 
96-лунковому планшеті. 

 
Таблиця 36 

 
Тригери dsRNA 

 

Ід. № 
тригера 

Довжина 
тригера 

(пар основ) 
Ген-мішень 

SEQ ID NO. 
ГЕНА-

МІШЕНІ 

T33514 501 Croquemort  146 

T33515 502 Прогноз: подібний ENSANGP00000020392  147 

T33516 500 Катепсин-L-подібна протеїназа  148 

T33519 501 Неохарактеризований консервативний білок  149 

T30147 502 
Субодиниця фактора 3 ініціації еукариотичної трансляції, 
путативна 

150 

T30502 501 
Субодиниця 6 фактора специфічності відщеплення і 
поліаденілювання 

151 

T32275 502 
Субодиниця 6 фактора специфічності відщеплення і 
поліаденілювання 

152 

T32328 504 
Субодиниця 6 фактора специфічності відщеплення і 
поліаденілювання 

153 

T30501 501 Гомолог Лісенцефалії-1  154 
 40 
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Продовження таблиці 36 
 

T30145 502 Білок з Wd-повтором 155 

T33520 501 Натрій-залежний транспортер фосфату 156 

T30139 502 Дельта субодиниці білка 1 T-комплексу  157 

T30137 502 Путативний неохарактеризований білок  158 

T32250 502 
Родина 2 розчинного носія, полегшений елемент 6 
транспортера глюкози 

159 

T30133 501 
Не АТФазна регуляторна субодиниця 26S протеасоми, 
путативна 

160 

T30471 501 Білок 75, що містить WD повтор 161 

T30132 501 Білок, подібний субодиниці 5 THO-комплексу  162 

T30469 502 Ще один білок транскрипційної одиниці  163 

T30467 502 CG8315  164 

T30466 374 Путативний неохарактеризований білок 165 

T33522 500 Убіквітин-білок лігаз (Е3) UBR2  166 

T30463 502 Член В родини доменів TMEM9  167 

T30462 501 Субодиниця 1 фактора 2 ініціації еукариотичної трансляції 168 

T32319 500 Субодиниця 1 фактора 2 ініціації еукариотичної трансляції 169 

T30126 502 Фактор 6 пре-мРНК-процесингу  170 

T32320 496 Дегідратаза дельта-амінолевулинової кислоти  171 

T30456 502 Білок 7 переносу ліпидів, споріднений домену StAR  172 

T32316 496 
Не АТФазна регуляторна субодиниця 26S протеасоми, 
путативна  

173 

T30117 502 Путативний неохарактеризований білок 174 

T30112 502 Субодиниця 2 фактора IIF загальної транскрипції 175 

T30423 501 Ядерний антиген проліфераційних клітин 176 

T32201 502 Ядерний антиген проліфераційних клітин 177 

T30420 501 Кактин 178 

T30417 501 Білок SEC22b везикулярного транспорту  179 

T30106 482 Путативний неохарактеризований білок 180 

T33528 501 Anon-15Ab  181 

T30411 502 АТФ-залежна РНК-геліказа SUV3, мітохондріальна 182 

T33531 501 Транспортер АТФ--зв'язуючих касет  183 

T30371 490 Білок Nup107 нуклеопорінового комплекса  184 

 
** (+) значне уповільнення росту або смертність в порівнянні з обробленим водою 

контролем; (-) відсутність значного уповільнення росту або смертності у порівнянні з 
обробленим водою контролем; NT = (1) тригер не перевіряли, або (2) відбулися наступні 2 події: 
проба не показала значного уповільнення росту/смертності, і позитивний контроль не показав 5 

значного уповільнення росту/смертності в даному тесті. Позитивним контролем в даному аналізі 
була dsRNA з послідовністю, раніше розкритою як SEQ ID NO.: 880 в патенті США № 7,943,819. 

Тригери тупокінцевих дволанцюгових РНК (dsRNA) для кожної з послідовностей тригерів з 
Таблиці 36 синтезували і перевірили шляхом аналізу інвазії кукурудзяного кореневого жука в 
рослини кукурудзи, вирощені з насіння кукурудзи, перед проростанням за допомогою окремого 10 

тригера dsRNA, як вказано вище в Прикладі 38, використовуючи личинок Diabrotica virgifera 
virgifera, причому аналізували смертність чи уповільнення росту личинок внаслідок контакту з 
полінуклеотидними тригерами або їх поїдання. Тригери, які за отриманими даними були 
ефективними для уповільнення росту або смертності личинок перевіряли далі. 

Передбачається, що способи, в яких використовується комбінація визначених 15 

полінуклеотидних тригерів відповідно до поданих варіантів здійснення (наприклад, тригерів 
dsRNA, описаних у даному документі) з одним або декількома неполінуклеотидними 
пестицидами, забезпечать сенергетичне поліпшення в запобіганні або боротьбі з інвазією комах 
в порівнянні з ефектом, що отримується за допомогою тільки полінуклеотидних тригерів або 
тільки неполінуклеотидного пестициду. В одному варіанті здійснення рослини кукурудзи, які 20 

мають підвищену стійкість до інвазії кукурудзяного кореневого жука, вирощені з насінини, що 
мають у їх геномі послідовність рекомбінантної ДНК, яка кодує неполінуклеотидний пестицид, 
причому перед пророщуванням насінини вводять в контакт з ефективною кількістю 
полінуклеотидного тригера. Біологічні аналізи, такі як аналіз інвазії кукурудзяного кореневого 
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жука, описані в даному документі, підходять для визначення дози-ефекту для смертності або 
інгібування росту личинок при використанні комбінацій з полінуклеотидних тригерів з 
представлених варіантів здійснення і одного або декількох неполінуклеотидних пестицидів 
(наприклад, пататин, рослинний лектин, фітоекдистероїд, інсектицидний білок Bacillus 
thuringiensis, інсектицидний білок Xenorhabdus, інсектицидний білок Photorhabdus, 5 

інсектицидний білок Bacillus laterosporous і інсектицидний білок Bacillus sphearicus). Фахівець у 
даній галузі техніки може перевірити комбінації з полінуклеотидних тригерів і 
неполінуклеотидних пестицидів звичайними біологічними аналізами для того, щоб 
ідентифікувати комбінації біологічно активних речовин, які можуть бути об'єднані і є бажаними 
для захисту рослин від інвазії комах. 10 

Приклад 40: Обробка насіння полінуклеотидами dsRNA, націленими на вірус золотої 
крапчастості томату (ToGMoV) 

Наступний Приклад ілюструє спосіб отримання рослини з поліпшеною стійкістю до вірусного 
патогену, включаючи етап вирощування рослини з насінини, просякнутої екзогенним 
нетранскрибованим полінуклеотидом dsRNA, що включає послідовність, яка по суті ідентична 15 

або по суті комплементарна до щонайменше 18 суміжних нуклеотидів гена вірусного патогена. 
У цьому експерименті для кожної обробки використовували 40 насінин. 

Полінуклеотидні тригери dsRNA, що включають послідовність, гомологічну до 5'- або 3'-
послідовності гена AC1 (білок, пов'язаний з репліказою) вірусу золотої крапчастості томату 
(ToGMoV), які вказані в Таблиці 37, розбавили до 100 мкг/мл в 0,1 мМ ЕДТА pH 8.0, до кінцевого 20 

об'єму 0,6 мл. По 40 насінин томату (Solanum lycopersicum, вар. HP375) для кожного 
полінуклеотидного тригера dsRNA помістили в 2-мл пробірки Еппендорф для інкубації в розчині 
полінуклеотида dsRNA. Додатково 40 насінин томату інкубували в розчині, що містить 
полінуклеотид dsRNA, націлений на генну послідовність β-глюкуронідази E.coli (GUS), в якості 
негативного контролю. Інкубацію виконували в темряві при 15 °C зі слабким перемішуванням 25 

протягом 24 годин. 
 

Таблиця 37 
 

Послідовності ToGMoV, використані в експериментах з обробки насіння 
 

SEQ ID NO Ген-мішень Вид 

185 ToGMoV AC1/Rep1 (5") Вірус золотої крапчатості томата 

186 ToGMoV AC1/Rep1 (3") Вірус золотої крапчатості томата 

 
Наступного дня насіння тричі промили (кожна промивка по 1 хв при слабкому 

перемішуванні) у кількості води, достатній для наповнення пробірки Еппендорф. Промите 30 

насіння висадили на глибину 1,25см в 15-см поліетиленові горщики, заповнені грунтом Metromix 
200, і інкубували в стандартних умовах зростання в камері: 25 °C вдень, 22 °C вночі; 12-
годинний день; інтенсивність освітлення ~ 15000 люкс. Приблизно через 2 тижні після посадки 
сім'ядол, які з'явились, інокулювали ToGMoV за допомогою сільськогосподарської інокуляції. 

Сільськогосподарське інфікування рослин томату було виконано так, як по суті описано у 35 

Grimsley N, Hohn T, Davies JW, Hohn B (1987) "Agrobacterium-mediated delivery of infectious Maize 
streak virus into maize plants". Nature 325: 177-179. Коротко, агроінфекційні клони компонентів 
ДНК-A і ДНК-B ToGMoV були вирощені в живильному середовищі Luria-Broth, доповненого 
селективним антибіотиком спектиноміцином (стійкість до якого була надана двійковим 
вектором). Культури виростили до OD600=0,4-0,5 при 28 °C в інкубаторі зі збовтуванням. 40 

Агроінфікування виконали двічі на кожній рослині. Агроінфіковані рослини утримували в умовах 
камери росту і контролювали на ознаки вірусної інфекції разом з неокулірованими рослинами, 
вирощуваних у тій же камері росту. 

Через 14 діб після інокуляції вірусу листя рослин, приблизно 226 мм
2
, що еквівалентно двом 

стандартним пучкам, зібрали і підготували для аналізу QuantiGene. Як можна бачити на Фіг. 45 

28A, рослини, оброблені тригерами dsRNA 5'AC1 (SEQ ID NO. 185) вірусу золотої крапчатості 
томату (ToGMoV), накопичили вірус (що виміряли за рівнями РНК гену AC1) на рівні, який 
незначно відрізняється від контрольної групи. Навпаки, рослини, оброблені тригерами dsRNA 
3'AC1 (SEQ ID NO. 186) вірусу золотої крапчатості томату, показали статично значиме зниження 
в рівнях накопичення вірусу ToGMoV в порівнянні з контрольною групою, обробленої GUS, 50 

істотному при альфа 0,05. Див. Фіг. 28B. 
Приклад 41: Обробка насіння полінуклеотидами DSRNA, направлених на вірус мозаїки 

огірка (CMV) 
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Наступний Приклад ілюструє спосіб отримання рослини з поліпшеною стійкістю до вірусного 
патогену, включаючи етап вирощування рослини з насінини, просякнутої екзогенним 
нетранскрибованим полінуклеотидом dsRNA, що включає послідовність, яка по суті ідентична 
або по суті комплементарна до щонайменше 18 суміжних нуклеотидів гена вірусу мозаїки огірка 
(CMV). У цьому експерименті для кожної обробки використовували по 40 насінин. 5 

Полінуклеотидні тригери dsRNA, що включають послідовність, гомологічну до 5'- або 3'-
послідовності гена 3b-нуклеокапсида (NC) CMV, які вказані в Таблиці 38, розбавили до 100 
мкг/мл в 0,1 мМ ЕДТА pH 8,0, до кінцевого об'єму 0,6 мл. Для кожного полінуклеотидного 
тригера dsRNA 40 насінин томату (Solanum lycopersicum, вар. HP375) помістили в 2-мл пробірки 
Еппендорф і інкубували в розчині полінуклеотида dsRNA. Ще 40 насінин томату інкубували в 10 

присутності полінуклеотида dsRNA, націленого на послідовність гена β-глюкуронідази E.coli 
(GUS) в якості негативного контролю. Інкубацію виконали в темряві при 15 °C зі слабким 
перемішуванням протягом 24 годин. 

 
Таблиця 38 

 
Послідовності CMV, використані в експериментах з обробки насіння 

 

SEQ ID NO Ген-мішень Вид 

187 3b-нуклеокапсид (NC) Вірус мозаїки огірка 

188 3b-нуклеокапсид (NC) Вірус мозаїки огірка 

 15 

Наступного дня насіння тричі промили (кожна промивка по 1 хв при слабкому 
перемішуванні) у кількості води, достатній для наповнення пробірки Еппендорф. Промите 
насіння висадили на глибину 1,25 см в 15-см поліетиленові горщики, заповнені грунтом 
Metromix 200, і інкубували в стандартних умовах росту в камері: 28 °C вдень, 21 °C вночі; 16-
годинний денний цикл. Приблизно через 2 тижні після посадки сім'ядолі, які з'явились, 20 

інокулювали CMV за допомогою інфікування втиранням з використанням стандартного 
протоколу, відомого з літератури (Roger Hull: Mechanical Inoculation of Plant Viruses; Current 
Protocols in Microbiology, +2005, 13: 16B6.1-16B6.4). Коротко, 1 г симптоматичної тканини листя 
відомого CMV-інфікованої рослини подрібнили у стерильній ступці товкачиком в 25 мл 0,1М 
крижаного фосфатного буфера (pH 7,8). Цей інокуляційний буфер м'яко втирали в сім'ядолі 25 

рослин, обсипаних порошком карборунда. Після інокуляції рослини залишили в тепличних 
умовах і контролювали на ознаки інфекції. 

Через 14 діб після інокуляції вірусу листя рослин, приблизно 226 мм
2
, що еквівалентно двом 

стандартним пучкам, зібрали і підготували для аналізу QuantiGene. Як можна спостерігати на 
Фіг. 29A, рослини, оброблені полінуклеотидним тригером dsRNA (SEQ ID NO. 187) 5 '3b проти 30 

вірусу мозаїки огірка (CMV), накопичували вірус (що виміряли за рівнями РНК гена 3b-NC) до 
рівня, який незначно відрізнявся від контрольної групи, хоча і зі слабким трендом, що 
знижувався. Подібний результат спостерігався у рослин, оброблених полінуклеотидним 
тригером dsRNA (SEQ ID NO. 188) 5 '3b проти вірусу мозаїки огірка (CMV). Див. Фіг. 29B. 

Приклад 42: Обробка насіння полінуклеотидами dsRNA, направлених на вірус плямистого 35 

в'янення томата (TSWV) 
Наступний Приклад ілюструє спосіб отримання рослини з поліпшеною стійкістю до вірусного 

патогену, включаючи етап вирощування рослини з насінини, просякнутої екзогенним 
нетранскрибованим полінуклеотидом dsRNA, що включає послідовність, яка по суті ідентична 
або по суті комплементарна до щонайменше 18 суміжних нуклеотидів гена вірусу плямистого 40 

в'янення томату (TSWV). 
Полінуклеотидний тригер dsRNA, що включає послідовність, гомологічну 3'-послідовності 

гена нуклеокапсида (N) TSWV (SEQ ID NO. 190), розбавили до 100 мкг/мл в 0,1 мМ ЕДТА pH 8.0 
до кінцевого об'єму 0,6мл. Сорок насінин томату (Solanum lycopersicum, вар. HP375) помістили 
в 2-мл пробірку Еппендорфа і інкубували в розчині полінуклеотида dsRNA. Ще 40 насінин 45 

томата інкубували в присутності полінуклеотида dsRNA, направленого на послідовність гена β-
глукоронідази (GUS) E. coli в якості негативного контролю. Інкубацію виконали в темряві при 
15 °C зі слабким перемішуванням протягом 24 годин. Наступного дня насіння тричі промили 
(кожна промивка по 1 хв зі слабким перемішуванням) у кількості води, достатній для наповнення 
пробірки Еппендорфа. Промите насіння висадили на глибину 1,25см в 15-см поліетиленові 50 

горщики, заповнені грунтом Metromix 200, і інкубували в стандартних умовах росту в камері: 
28 °C вдень, 21 °C вночі; 16-годинний денний цикл. 

Приблизно через 2 тижні після посадки сім'ядолі, які з'явились, інокулювали TSWV за 
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допомогою інфікування втиранням з використанням стандартного протоколу, відомого з 
літератури (Roger Hull: Mechanical Inoculation of Plant Viruses; Current Protocols in Microbiology, 
2005, 13: 16B6.1-16B6.4). Коротко, 1 г симптоматичної тканини листя відомої TSWV-інфікованої 
рослини подрібнили у стерильній ступці товкачиком в 25 мл 0,1М крижаного фосфатного 
буфера (pH 7,8). Цей інокуляційний буфер м'яко втирали в сім'ядолі рослин, обсипаних 5 

порошком карборунда. Після інокуляції рослини залишили в тепличних умовах і контролювали 
на ознаки інфекції. 

Через 14 діб після інокуляції вірусу листя рослин, приблизно 226 мм
2
, що еквівалентно двом 

стандартним пучкам, зібрали і підготували для аналізу QuantiGene. Як можна спостерігати на 
Фіг. 30, рослини, оброблені полінуклеотидним тригером dsRNA (SEQ ID NO. 190) 3'N проти 10 

вірусу плямистого в'янення томата (TSWV), накопичували вірус (що виміряли за рівнями РНК 
гена 3b-NC) до рівня, який незначно відрізняється від контрольної групи. 

Приклад 43: Обробка насіння полінуклеотидами dsRNA, направленими на вірус плямистого 
в'янення томата (TSWV) 

Наступний Приклад ілюструє спосіб отримання рослини з поліпшеною стійкістю до вірусного 15 

патогену, включаючи етап вирощування рослини з насінини, просякнутої екзогенним 
нетранскрибованим полінуклеотидом dsRNA, що включає послідовність, яка по суті ідентична 
або по суті комплементарна до щонайменше 18 суміжних нуклеотидів гена вірусу плямистого 
в'янення томату (TSWV). 

Полінуклеотидний тригер dsRNA, що включає послідовність, гомологічну 5'-послідовності 20 

гена нуклеокапсида (N) TSWV (SEQ ID NO. 189), розбавили до 100 мкг/мл в 0,1 мМ ЕДТА pH 8.0 
до кінцевого об'єму 0,6 мл. Сорок насінин томату (Solanum lycopersicum, вар. HP375) помістили 
в 2-мл пробірку Еппендорфа, яка містить розчин полінуклеотида dsRNA. Ще 40 насінин томату 
інкубували в присутності полінуклеотида dsRNA, направленого на послідовність гена β-
глукоронідази E. coli (GUS, SEQ ID No. 20) в якості негативного контролю. Інкубацію виконали в 25 

темряві при 15 °C зі слабким перемішуванням протягом 24 годин. Наступного дня насіння тричі 
промили (кожна промивка по 1 хв зі слабким перемішуванням) у кількості води, достатній для 
наповнення пробірки Еппендорфа. Промите насіння висадили на глибину 1,25 см в 15-см 
поліетиленові горщики, наповнені грунтом Metromix 200, і інкубували в стандартних умовах 
росту в камері: 28 °C вдень, 21 °C вночі; 16-годинний денний цикл. 30 

Приблизно через 2 тижні після посадки сім'ядолі, які з'явились, інокулювали TSWV за 
допомогою інфікування втиранням з використанням стандартного протоколу, відомого з 
літератури (Roger Hull: Mechanical Inoculation of Plant Viruses; Current Protocols in Microbiology, 
2005, 13: 16B6.1-16B6.4). Коротко, 1 г симптоматичної тканини листя відомої TSWV-інфікованої 
рослини подрібнили у стерильній ступці товкачиком в 25 мл 0,1М крижаного фосфатного 35 

буфера (pH 7,8). Цей інокуляційний буфер м'яко втирали в сім'ядолі рослин, обсипаних 
порошком карборунда. Після інокуляції рослини залишили в тепличних умовах і контролювали 
на ознаки інфекції. 

Через 14 діб після інокуляції вірусу листя рослин, приблизно 226 мм
2
, що еквівалентно двом 

стандартним пучкам, зібрали і підготували для аналізу QuantiGene. Рослини, оброблені 40 

полінуклеотидом dsRNA (SEQ ID NO. 189) 5'N TSWV накопичували вірус (що виміряли за 
рівнями РНК гена 3b-NC) до рівня нижче, ніж у контрольній групі. 

Приклад 44: Створення молекул dsRNA для сайленсінгу гена EF1α S. LITTORALIS 
Полінуклеотидні тригери dsRNA, отримані з гена EF1α S. littoralis, проаналізували проти 

генома кукурудзи (Zea mays-taxid: 4577, Фіг. 31), використовуючи програму BLAST з 45 

параметрами, описаними в Прикладі 7. Вибрали молекули dsRNA, направлені на ген EF1α S. 
littoralis і які мають гомологію з геном кукурудзи. 

Приклад 45: Експресія EF1α кукурудзи, яка змінилась, після обробки насіння dsRNA S. 
LITTORALIS 

Насіння кукурудзи (вар. Vivani) обробили відповідно до протоколу, описаному в Прикладі 1 50 

молекулами екзогенної нетранскрибованої dsRNA (SEQ ID No 131 і 132), отриманими з 
послідовності гена EF1α S. littoralis без промивки як до, так і після обробки. Використовували 
суміш з 25 мкг/мл кожної dsRNA. DsRNA або розбавляли 0,1 мМ ЕДТА, або змішували з 
40мкг/мл ПЕГ-модифікованих вуглецевих нанотрубок. Обробку виконували шляхом обережного 
збовтування насіння в розчині протягом 4 годин в темній камері росту при 15 °C. Після обробки 55 

насіння висадили в грунт і вирощували приблизно при 25 °C зі світло періодом 16 годин. 
Рослини в міру необхідності поливали водопровідною водою. Насіння, оброблене 50 мкг/мл 
dsRNA, отриманої з ЗФБ-послідовності, проростили і вирощували поруч з рослинами, 
обробленими dsRNA EF1α, в якості контрольних. 

Повну РНК екстрагували з листя пророслого насіння через 20 діб після обробки. кДНК 60 
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підготували, використовуючи оліго-dT праймери, і рівень експресії мРНК EF1α кукурудзи 
визначили в оброблених і контрольних рослинах шляхом ПЛР в реальному часі з барвником 
SYBR Green (компанія Quanta BioSciences). Гени домашнього господарства GPM120 і NFE101 
використовували в якості ендогенних контрольних генів для того, щоб нормалізувати кількості, 
що вводяться. Праймери були розраховані так, щоб не ампліфікувати тригер dsRNA і, таким 5 

чином, детектувати тільки отриману з кукурудзи мРНК EF1α. 
 

Таблиця 39 
 

Праймери, використані для ЗТ-ПЛР-аналізу на рівень експресії EF1α 
 

Ген-мішень Прямий/ Зворотний Послідовність праймера SEQ ID No. 

EF1α Прямий GCAACCACTCCCAAATACTC 191 

EF1α Зворотний CAGGGTTGTACCCAACTTTC 192 

GPM120 Прямий AGGCTTTCGCTGCGTGTT 193 

GPM120 Зворотний TGGCCCATCCAAACTCAGA 194 

NFE101 Прямий GCTCAAGTTCTTCGGATGAC 195 

NFE101 Зворотний ACTTCTTCCAGCAGACTAGC 196 

 
Цей аналіз показав істотне підвищення експресії (критерій Уілкоксона, p-значення <0,05) 

мРНК EF1α кукурудзи. Медіанний рівень експресії EF1α в рослинах, оброблених dsRNA S. 10 

littoralis, був у 2,12 і 1,68 рази вище ніж у контрольних рослин, оброблених dsRNA ЗФБ, з ПЕГ-
модифікованими вуглецевими нанотрубками або без них, відповідно. Див. Фіг. 32A і B. 

Рослини, оброблені dsRNA/ПМВН знову проаналізували на рівень експресії EF1α через 48 
діб після обробки. Цей аналіз показав підвищення експресії мРНК EF1α кукурудзи. Медіанний 
рівень експресії EF1α в рослинах, оброблених dsRNA S. littoralis, був у 1,66 рази вище ніж у 15 

контрольних рослин, оброблених dsRNA ЗФБ. Див. Фіг. 32C. 
Приклад 46: Експресія бета-актину, АТФази І NADPH EF1α після обробки насіння молекул 

dsRNA S. LITTORALIS 
Насіння кукурудзи обробили молекулами тригера екзогенної нетранскрибованої dsRNA, 

отриманими з генів S. littoralis відповідно до протоколу, описанного в Прикладі 1. Насіння 20 

промивали двічі дистильованою водою (ДДВ) перед обробкою протягом чотирьох годин. Потім 
насіння сушили при 30 °C протягом ночі. Після етапу сушіння використовували кінцеву 
концентрацію 132 мкг/мл dsRNA для EF1α (суміш dsRNA №1 (SEQ ID No. 131) та dsRNA №2 
(SEQ ID No. 132) у приблизно рівних концентраціях), 53 мкг/мл dsRNA для АТФази (SEQ ID No. 
31), 76 мкг/мл dsRNA для бета-актину (SEQ ID No. 133) і 154 мкг/мл dsRNA для NADPH (SEQ ID 25 

No 25 і 26), все розбавлені 0,1 мМ ЕДТА. Обробку виконували шляхом обережного збовтування 
насіння в розчині протягом 26 годин в темній камері росту при 15 °C. Після обробки насіння 
швидко промили ДДВ і помістили на вологий папір для проростання, не застосовуючи етап 
сушіння. Через сім діб після проростання паростки висадили в грунт і вирощували приблизно 
при 25 °C зі світло періодом 16 годин. Рослини в міру необхідності поливали водопровідною 30 

водою. Насіння, яке обробили схожим розчином (ЕДТА), що містить dsRNA, проростили і 
вирощували поруч з обробленими рослинами в якості контрольних. 

Через дев'ять тижнів після обробки повну РНК екстрагували з листя пророслого насіння. 
кДНК приготували, використовуючи оліго-dT і випадкові праймери, і рівень експресії бета-
актину, АТФази і NADPH EF1α кукурудзи визначили в оброблених і контрольних рослинах. 35 

Кількість проаналізованих рослин становила 3, 4, 3, 3 і 7 для бета-актину, АТФази, NADPH EF1α 
і контролю, відповідно. Ген домашнього господарства FKBP (FK506-зв'язуючий білок, далі 
FKBP) використовували в якості ендогенного контрольного гена, щоб нормалізувати введені 
кількості. Праймери були розроблені так, щоб не ампліфікувати тригери dsRNA і, таким чином, 
детектувати тільки мРНК, отримані з кукурудзи. 40 
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Таблиця 40 

 
Праймери, використані для ЗТ-ПЛР-аналізу на  

рівень експресії БЕТА-АКТИНУ, АТФази і NADPH EF1α. 
 

Ген-мішень Прямий/ Зворотний Послідовність праймера SEQ ID No. 

EF1α Прямий GCAACCACTCCCAAATACTC 197 

EF1α Зворотний CAGGGTTGTACCCAACTTTC 198 

Бета-актин Прямий TCTGGCATCACACCTTCTAC 199 

Бета-актин Зворотний TTCTCACGGTTAGCCTTTGG 200 

АТФаза  Прямий 1 TGTCCTGCCATCTCTATCTC 201 

АТФаза  Зворотний 1 ACATCCGAATGGTCTCTACG 202 

АТФаза  Прямий 2 CACAACCGTGCAGTTTACAG 203 

АТФаза Зворотний 2 AAATGCGCCCAAGCATATCG 204 

NADPH Прямий CAGAGGACGAGGAATATGAG 205 

NADPH Зворотний CTAGCAGCATTGTCAGTAGG 206 

FKBP Прямий CGGTGTTCGACAGCAGCTAC 207 

FKBP Зворотний CTTCGCCGCCAACAATACCC 208 

 
Через невеликий розмір групи цей аналіз не показав значних відмінностей в експресії цих 

генів (критерій Уілкоксона, p-значення> 0,05), але експресія EF1α показала тенденцію до 
підвищення. Медіанний рівень експресії EF1α в рослинах, оброблених dsRNA EF1α S. littoralis 5 

був в 2,28 рази вище ніж у контрольних рослинах (Фіг. 33). 
Приклад 47: Експресія EF1α І АТФаза кукурудзи після обробки насіння моекулами dsRNA S. 

LITTORALIS 
Насіння кукурудзи обробили молекулами тригера екзогенної нетранскрибованої dsRNA з 

генів EF1α і АТФази S. littoralis відповідно до протоколу, описаному в Прикладі 1. Насіння 10 

промили двічі дистильованою водою (ДДВ) перед обробкою протягом чотирьох годин і сушили 
при 30 °C протягом ночі. Дві dsRNA-послідовності EF1α (dsRNA №1 (SEQ ID No. 131) та №2 
(SEQ ID No. 132)) використовували роздільно для двох різних обробок насіння; кожна в кінцевій 
концентрації 67 мкг/мл dsRNA. dsRNA АТФази (SEQ ID No. 31) використовували в кінцевій 
концентрації 145 мкг/мл. Всі dsRNA були розбавлені 0,1 мМ ЕДТА. Обробку виконували шляхом 15 

обережного збовтування насіння в розчині протягом 24 годин в темній камері росту при 15 °C. 
Після обробки насіння сушили при 30 °C протягом ночі і потім висадили в грунт і вирощували 
приблизно при 25 °C зі світло періодом 16 годин. Рослини в міру необхідності поливали 
водопровідною водою. Насіння, яке обробили 67 мкг/мл dsRNA (SEQ ID No. 20), отриманої з 
послідовності GUS, проростили і вирощували поруч з обробленими рослинами в якості 20 

контрольних. 
Через сім діб після обробки повну РНК екстрагували з листя пророслого насіння, і рівень 

експресії EF1α і АТФази кукурудзи визначили в оброблених і контрольних рослинах так, як 
вказано в Прикладі 2, вище. Ген домашнього господарства GPM120 використовували в якості 
ендогенного контрольного гена, щоб нормалізувати введені кількості. Праймери були 25 

розроблені так, щоб не ампліфікувати тригери dsRNA і, таким чином, детектувати тільки мРНК, 
отриману з кукурудзи. 

 
Таблиця 41 

 
Праймери, використані для ЗТ-ПЛР-аналізу на рівень експресії EF1α і АТФази 

 

Ген-мішень 
Прямий/ 

Зворотний 
Послідовність праймера SEQ ID No. 

EF1α Прямий GCAACCACTCCCAAATACTC 191 

EF1α Зворотний CAGGGTTGTACCCAACTTTC 192 

АТФаза  Прямий  GCGCAAGTTTTTCGTAGATGAC 209 

АТФаза  Зворотний  ACCATAGTCCACAGATGACAC 210 

GMP120 Прямий GCTGCGTGTTGTGCGTTCTG 211 

GMP120 Зворотний TCGTCGCGTGCTGTCTGTTC 212 
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Значних відмінностей в експресії цих генів не спостерігалося. 
Приклад 48: Експресія NADPH кукурудзи після обробки насіння dsRNA S. LITTORALIS 
Насіння кукурудзи (вар. 01DKD2) обробили відповідно до протоколу, описаному в Прикладі 

45, молекулами тригера екзогенної нетранскрибованої dsRNA (SEQ ID No. 26), отриманими з 
гена NADPH S. littoralis. Використовували кінцеву концентрацію 80 мкг/мл dsRNA, розведеної 0,1 5 

мМ ЕДТА. Обробку виконували шляхом обережного збовтування насіння в розчині протягом 3,5 
годин в темній камері росту при 15 °C. Після обробки насіння висадили в грунт і вирощували 
приблизно при 25 °C зі світло періодом 16 годин. Рослини в міру необхідності поливали 
водопровідною водою. Насіння, яке обробили dsRNA ЗФБ або схожим розчином, що не містить 
dsRNA, проростили і вирощували поруч з обробленими рослинами в якості контрольних. 10 

Через 20 діб після обробки повну РНК екстрагували з листя пророслого насіння, і рівень 
експресії NADPH кукурудзи визначили в оброблених і контрольних рослинах так, як вказано в 
Прикладі 45, вище. Гени домашнього господарства GPM120 і NFE101 використовували в якості 
ендогенних контрольних генів для того, щоб нормалізувати введені кількості. Праймери були 
розроблені так, щоб не ампліфікувати тригер dsRNA і, таким чином, детектувати тільки мРНК, 15 

отриману з кукурудзи. 
 

Таблиця 42 
 

Праймери, використані для ЗТ-ПЛР-аналізу на рівень експресії NADPH 
 

Ген-мішень 
Прямий/ 

Зворотний 
Послідовність праймера SEQ ID No. 

NADPH Прямий CAGAGGACGAGGAATATGAG 205 

NADPH Зворотний CTAGCAGCATTGTCAGTAGG 206 

GPM120 Прямий AGGCTTTCGCTGCGTGTT 213 

GMP120 Зворотний TGGCCCATCCAAACTCAGA 214 

NFE101 Прямий GCTCAAGTTCTTCGGATGAC 215 

NFE101 Зворотний ACTTCTTCCAGCAGACTAGC 216 

 
Значних відмінностей в експресії NADPH не спостерігалося. 
Приклад 49: Експресія EF1α кукурудзи після обробки насіння молекулами dsRNA S. 20 

LITTORALIS 
Насіння кукурудзи (вар. 01DKD2) обробили відповідно до протоколу, описаному в Прикладі 

45, молекулами тригера екзогенної нетранскрибованої dsRNA (SEQ ID No. 131), отриманої з 
гена EF1α S. littoralis. Використовували суміш з 25 мкг/мл кожної з двох dsRNA. DsRNA 
розбавили або тільки 0,1 мМ ЕДТА, або додатково змішали з 40 мкг/мл ПЕГ-модифікованих 25 

вуглецевих нанотрубок (ПМВН). Обробку виконували шляхом обережного збовтування насіння 
в розчині протягом 4 годин в темній камері росту при 15 °C. Після обробки насіння висадили в 
грунт і вирощували приблизно при 25 °C зі світло періодом 16 годин. Рослини в міру 
необхідності поливали водопровідною водою. Насіння, яке обробили 50 мкг/мл dsRNA, 
отриманої з послідовності GUS, з/без 40 мкг/мл ПЕГ-модифікованих вуглецевих нанотрубок 30 

проростили і вирощували поруч з обробленими рослинами в якості контрольних. 
Через 20 діб після обробки повну РНК екстрагували з листя пророслого насіння, і рівень 

експресії EF1α кукурудзи визначили в оброблених і контрольних рослинах так, як вказано в 
Прикладі 45. Гени домашнього господарства GPM120, NFE101 і експресовані використовували 
в якості ендогенних контрольних генів для того, щоб нормалізувати введені кількості. Праймери 35 

були розроблені так, щоб не ампліфікувати тригер dsRNA і, таким чином, детектувати тільки 
мРНК, отриману з кукурудзи. 

 
Таблиця 43 

 
Праймери, використані для ЗТ-ПЛР-аналізу на рівень експресії EF1α 

 

Ген-мішень 
Прямий/ 

Зворотний 
Послідовність праймера SEQ ID No. 

EF1α Прямий GCAACCACTCCCAAATACTC 198 

EF1α Зворотний CAGGGTTGTACCCAACTTTC 199 

GPM120 Прямий AGGCTTTCGCTGCGTGTT 193 

GMP120 Зворотний TGGCCCATCCAAACTCAGA 194 
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Продовження таблиці 43 
 

NFE101 Прямий GCTCAAGTTCTTCGGATGAC 215 

Експресований Прямий GGATGCTACTCGCCAGACA 217 

Експресований Зворотний GTGGTCAGCCTGCTTCAAC 218 

 
Значних відмінностей в експресії EF1α не спостерігалося. 
Приклад 50: Експресія EF1α кукурудзи після обробки насіння молекулами dsRNA S. 

LITTORALIS 5 

Насіння кукурудзи (вар. Vivani) обробили відповідно до протоколу, описаному в Прикладі 1, 
молекулами тригера екзогенної нетранскрибованої dsRNA (SEQ ID No 131 і 132), отриманої з 
гена EF1α S. littoralis, без промивання перед обробкою. Використовували суміш 25 мкг мл 
кожної з двох dsRNA. DsRNA розбавили або тільки 0,1 мМ ЕДТА, або додатково змішали з 40 
мкг/мл ПЕГ-модифікованих вуглецевих нанотрубок (ПМВН). Обробку виконували шляхом 10 

обережного збовтування насіння в розчині протягом 4 годин в темній камері росту при 15 °C. 
Після обробки насіння швидко промили ДДВ і прямо проростили в грунті без етапу сушіння. 
Рослини вирощували приблизно при 25 °C зі світло періодом 16 годин і при необхідності 
поливали водопровідною водою. Насіння, яке обробили схожим розчином, що не містить 
dsRNA, або з 50 мкг/мл dsRNA, отриманої з послідовності ЗФБ, з/без 40 мкг/мл ПЕГ-15 

модифікованих вуглецевих нанотрубок проростили і вирощували поруч з обробленими 
рослинами в якості контрольних. 

Через 14 діб після обробки повну РНК екстрагували з листя пророслого насіння, і рівень 
експресії EF1α кукурудзи визначили в оброблених і контрольних рослинах так, як вказано в 
Прикладі 45, вище. Ген домашнього господарства NFE101 і експресований використовували в 20 

якості ендогенних контрольних генів для того, щоб нормалізувати введені кількості. Праймери 
були розроблені так, щоб не ампліфікувати тригер dsRNA і, таким чином, детектувати тільки 
мРНК, отриману з кукурудзи. 

 
Таблиця 44 

 
Праймери, використані для ЗТ-ПЛР-аналізу на рівень експресії EF1α 

 

Ген-мішень 
Прямий/ 

Зворотний 
Послідовність праймера SEQ ID No. 

EF1α Прямий GCAACCACTCCCAAATACTC 197 

EF1α Зворотний CAGGGTTGTACCCAACTTTC 198 

NFE101 Прямий GCTCAAGTTCTTCGGATGAC 215 

Експресований Прямий GGATGCTACTCGCCAGACA 217 

Експресований Зворотний GTGGTCAGCCTGCTTCAAC 218 

 25 

Значних відмінностей в експресії EF1α не спостерігалося. 
Приклад 51: Експресія EF1α кукурудзи після обробки насіння молекулами dsRNA S. 

LITTORALIS 
Насіння кукурудзи (вар. Vivani) обробили відповідно до протоколу, описаному в Прикладі 1, 

молекулами тригера екзогенної нетранскрибованої dsRNA (SEQ ID No 131 і 132), отриманої з 30 

гена EF1α S. littoralis, без промивання перед обробкою. Дві dsRNA використовували роздільно, 
кожна в кінцевій концентрації 160 мкг/мл. DsRNA розбавили тільки буфером компанії IDT (30 мМ 
HEPES, pH 7.5, 100 мМ ацетату калію) або додатково змішали з 40 мкг/мл ПЕГ-модифікованих 
вуглецевих нанотрубок (ПМВН). Обробку виконували шляхом обережного збовтування насіння 
в розчині протягом 7 годин в темній камері росту при 25 °C. Після обробки насіння швидко 35 

промили ДДЗ і прямо проростили в грунті без етапу сушіння. Рослини вирощували приблизно 
при 25 °C зі світло періодом 16 годин і при необхідності поливали водопровідною водою. 
Насіння, яке обробили схожим розчином, що не містить dsRNA, або 160 мкг/мл dsRNA, 
отриманої з послідовності ЗФБ, з/без 40 мкг/мл ПЕГ-модифікованих вуглецевих нанотрубок 
проростили і вирощували поруч з обробленими рослинами в якості контрольних. 40 

Через шість діб після обробки повну РНК екстрагували з листя пророслого насіння, і рівень 
експресії EF1α кукурудзи визначили в оброблених і контрольних рослинах так, як вказано в 
Прикладі 45, вище. Гени домашнього господарства GPM120 і експресованих використовували в 
якості ендогенних контрольних генів для того, щоб нормалізувати введені кількості. Праймери 
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були розроблені так, щоб не ампліфікувати тригер dsRNA і, таким чином, детектувати тільки 
мРНК, отриману з кукурудзи. 

 
Таблиця 45 

 
Праймери, використані для ЗТ-ПЛР-аналізу на рівень експресії EF1α 

 

Ген-мішень 
Прямий/ 

Зворотний 
Послідовність праймера SEQ ID No. 

EF1α Прямий 1 GCAACCACTCCCAAATACTC 197 

EF1α Зворотний 1 CAGGGTTGTACCCAACTTTC 198 

EF1α Прямий 2 CCCAGGTCATCATCATGAAC 191 

EF1α Зворотний 2 GAGCTCAGCAAACTTGACAG 192 

GPM120 Прямий GCTGCGTGTTGTGCGTTCTG 211 

Експресований Прямий GGATGCTACTCGCCAGACA 217 

Експресований Зворотний GTGGTCAGCCTGCTTCAAC 218 

 
Результати цього аналізу показані на Фіг. 34. Значне підвищення експресії мРНК EF1α 5 

кукурудзи спостерігалося в рослинах після обробки dsRNA №1 EF1α (t-критерій, p-значення = 
0,004). Середній рівень експресії EF1α в рослинах, оброблених цією dsRNA, був у 1,8 рази вище 
ніж у контрольних рослинах, оброблених dsRNA GUS. Після об'єднання в групу всіх рослин, 
оброблених молекулами dsRNA EF1α (dsRNA №1 і №2, з ПМВН і без них), і порівняння з усіма 
рослинами, обробленими dsRNA GUS (з ПМВН і без них) спостерігалося значне підвищення 10 

експресії мРНК EF1α кукурудзи. Дивіться Фіг. 34B. Середній рівень експресії EF1α в рослинах, 
оброблених молекулами dsRNA EF1α, був у 1,73 рази вище ніж у контрольних рослинах, 
оброблених dsRNA GUS (t-критерій, p-значення = 0,005). 

Приклад 52: Експресія АТФази І NADPH кукурудзи після обробки насіння молекулами dsRNA 
S. LITTORALIS 15 

Насіння кукурудзи (вар. Vivani) обробили відповідно до протоколу, описаному в Прикладі 1, 
молекулами тригера екзогенної нетранскрибованої dsRNA (SEQ ID No 31 і 26), отриманої з генів 
АТФаза і NADPH S. littoralis, без промивки перед обробкою. Використовували кінцеву 
концентрацію 160 мкг/мл dsRNA, розведеної 0,1 мМ ЕДТА. Обробку виконували шляхом 
обережного збовтування насіння в розчині протягом 2 годин в темній камері росту при 15 °C. 20 

Після обробки насіння швидко промили ДДВ, висадили в грунт і вирощували приблизно при 
25 °C зі світло періодом 16 годин. Рослини в міру необхідності поливали водопровідною водою. 
Насіння, яке обробили 160 мкг/мл dsRNA (SEQ ID No. 124), отриманої з послідовності ЗФБ, або 
схожим розчином, що не містить dsRNA (ЕДТА), проростили і вирощували поруч з обробленими 
рослинами в якості контрольних. 25 

Через 27 діб після обробки повну РНК екстрагували з листя пророслого насіння, і рівні 
експресії АТФази і NADPH кукурудзи визначили в оброблених і контрольних рослинах так, як 
вказано в Прикладі 45, вище. Ген домашнього господарства, експресований, використовували в 
якості ендогенного контрольного гена для того, щоб нормалізувати введені кількості. Праймери 
були розроблені так, щоб не ампліфікувати тригер dsRNA і, таким чином, детектувати тільки 30 

мРНК, отриману з кукурудзи. 
 

Таблиця 46 
 

Праймери, використані для ЗТ-ПЛР-аналізу на рівень експресії АТФази і NADPH 
 

Ген-мішень 
Прямий/ 

Зворотний 
Послідовність праймера SEQ ID No. 

АТФаза Прямий GCGCAAGTTTTTCGTAGATGAC 219 

АТФаза Зворотний ACCATAGTCCACAGATGACAC 220 

NADPH Прямий  CAGAGGACGAGGAATATGAG 205 

NADPH Зворотний  CTAGCAGCATTGTCAGTAGG 206 

Експресований Прямий GGATGCTACTCGCCAGACA 217 

Експресований Зворотний GTGGTCAGCCTGCTTCAAC 218 

 
Результати цього аналізу показані на Фіг. 35A (експресія АТФази) і 35B і C (експресія 

NADPH). Ніяких відмінностей у рівнях експресії АТФази кукурудзи після обробки dsRNA АТФази 35 



UA   118841   C2 

79 

S. littoralis не детектували. Однак спостерігалася тенденція до зниження експресії мРНК NADPH 
кукурудзи в рослинах після обробки тригерами dsRNA NADPH. Середній рівень експресії 
NADPH в рослинах, оброблених цим тригером dsRNA, був у 1,37 рази нижче ніж у контрольних 
рослинах, оброблених тригером dsRNA ЗФБ (t-критерій, p-значення = 0,11). Після об'єднання в 
групу всіх контрольних рослин (оброблених dsRNA ЗФБ і оброблених ЕДТА) і порівняння з 5 

рослинами, обробленими тригером dsRNA NADPH, спостерігали значне зниження експресії 
мРНК NADPH кукурудзи при середньому зниженні в 1,67 рази в рівнях експресії NADPH після 
обробки молекулами dsRNA NADPH (t-критерій, p-значення = 0,02). 

Хоча винахід був описаний у зв'язку з конкретними варіантами його здійснення, зрозуміло, 
що фахівцям у даній галузі техніки будуть очевидними багато альтернатив, модифікацій і 10 

варіацій. Відповідно, припускається, що він охоплює всі такі альтернативи, модифікації і 
варіації, які підпадають під сутність і широкий об'єм прикладеної формули винаходу. 

Усі публікації, патенти і патентні заявки, згадані в даному описі винаходу, включені в даний 
документ в їх повному обсязі шляхом посилання в даному описі в тій же мірі, як якби кожна 
окрема публікація, патент або патентна заявка була конкретно і окремо вказана як включена в 15 

даний документ шляхом посилання. Крім цього, приведення або вказування будь-якого 
посилання в даній заявці не повинно тлумачитися як допущеня того, що таке посилання 
служить в якості відомого джерела для даного винаходу. Що ж стосується заголовків розділів, 
то вони не повинні тлумачитися в обмежувальному сенсі. 

 20 
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ФОРМУЛА ВИНАХОДУ 
 

1. Спосіб формування рослини, яка має підвищену стійкість до комахи-шкідника, причому 5 

згаданий спосіб включає:  
(a) праймінг насінини перед контактом насінини з молекулою голої дволанцюгової РНК (длРНК), 
причому праймінг здійснюють шляхом:  
(ii) промивання насінини перед вказаним контактуванням насінини; і 
(ii) сушіння насінини після етапу (i); 10 

(b) причому згадана насінина напряму контактує зі згаданою молекулою длРНК, причому 
згадана гола длРНК включає щонайменше один ланцюг полінуклеотидів, що містить принаймні 
один сегмент зі щонайменше 18 суміжних нуклеотидів гена комахи-шкідника або послідовність 
РНК, транскрибовану зі згаданого гена, який відрізняється тим, що згаданий контакт 
здійснюють шляхом замочування насінини у розчині, що містить кінцеву концентрацію від 15 

0,0005 мкг/мкл до 3 мкг/мкл згаданої молекули голої длРНК, та збовтування насінини у цьому 
розчині протягом від 4 до 24 годин, причому молекула голої длРНК вводиться у згадану 
насінину, проте не експресується з геному рослини, тобто не стає невід’ємним елементом 
геному; і 
(c) пророщування насінини для отримання рослини, яка проявляє поліпшену стійкість до цієї 20 

комахи-шкідника в порівнянні з контрольною рослиною. 
2. Спосіб за п. 1, який відрізняється тим, що рослиною є кукурудза, соя, рис, пшениця, томат, 
огірок, салат, бавовна або ріпак. 
3. Спосіб за п. 1 або 2, який відрізняється тим, що комахою-шкідником є Spodoptera littoralis, 
Diabrotica virgifera virgifera або Leptinotarsa decemlineata. 25 

4. Спосіб за будь-яким з пп. 1-3, який відрізняється тим, що ген комахи-шкідника вибирають з 
групи, що складається з АТФази, NADPH-(цитохром P450)-оксидоредуктази, IAP, хітинсинтази, 
EF1α і β-актину. 
5. Спосіб за будь-яким з пп. 1-4, який відрізняється тим, що молекула голої длРНК, крім того, 
включає послідовність нуклеїнової кислоти, яка щонайменше на 80 % ідентична ендогенному 30 

гену рослини щонайменше на 25 послідовних нуклеотидів.  
6. Спосіб за будь-яким з пунктів 1-5, який відрізняється тим, що насінину, крім того, 
обробляють агентом, що вибирається з групи, яка складається з пестициду, фунгіциду, 
інсектициду, добрива, покриваючого засобу і фарбуючого засобу. 
7. Спосіб за будь-яким одним з пп. 1-6, який відрізняється тим, що промивання здійснюють у 35 

присутності двічі деіонізованої води. 
8. Спосіб за будь-яким одним з пп. 1-7, який відрізняється тим, що промивання здійснюють 
протягом 2-6 годин. 
9. Спосіб за будь-яким одним з пп. 1 - 8, який відрізняється тим, що промивання здійснюють 
при 4-28 °C. 40 

10. Спосіб за будь-яким одним з пп. 1-9, який відрізняється тим, що сушіння здійснюють при 
25-0 °C протягом 10-16 годин. 
11. Спосіб за будь-яким одним з пп. 1-10, який відрізняється тим, що молекулу голої длРНК 
вводять в насінину в розчині, що включає 0,1 мМ ЕДТА. 
12. Спосіб за будь-яким одним з пп. 1-11, який відрізняється тим, що молекула голої длРНК 45 

присутня в ендоспермі насінини. 
13. Спосіб за будь-яким одним з пп. 1-12, який відрізняється тим, що молекула голої длРНК є у 
зародку насінини. 
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14. Спосіб за будь-яким одним з пп. 1-13, який відрізняється тим, що молекула голої длРНК 
присутня в подібній концентрації в зародку і ендоспермі насінини. 
15. Спосіб за будь-яким одним з пп. 1-14, який відрізняється тим, що молекула голої длРНК 
присутня в більш високій концентрації в ендоспермі, ніж у зародку насінини. 
16. Спосіб за п. 1, який відрізняється тим, що згадана рослина не містить виявлюваного рівня 5 

молекули голої длРНК. 
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